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1 Einleitung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Generierung eines Biosensors, der zur Detektion von 
Essigsäure in biotechnologischen Prozessen eingesetzt werden kann. Dabei soll die 
Biogasherstellung als Referenzanwendung dienen. Biosensoren zeichnen sich durch hohe Spezifität 
und Sensitivität aus und benötigen dabei keine großen und kostspieligen Messinstrumente 
(Pancrazio et al., 1999; Yagi, 2007). 
Bei den bisherigen Methoden zur Bestimmung flüchtiger Fettsäuren im Biogasprozess, wie bspw. 
photometrische Küvettentests, Titration oder Gaschromatographie mit dem Massenspektrometer 
bzw. Flammenionisationsdetektor kann die Zusammensetzung einer Probe durch die Entnahme 
und den Transport verändert werden. Die Messverfahren, mit denen meist nur 
Gesamtkonzentrationen oder Summenparameter bestimmt werden können, sind zum Teil durch 
hohen Zeit- und/oder Kostenaufwand gekennzeichnet. Außerdem liegen die Messergebnisse in 
der Regel erst zeitlich verzögert vor, sodass eine schnelle Gegenregulation zur Vermeidung einer 
Prozessstörung nur schwer möglich ist. 
Durch Einsatz eines Biosensors soll weniger die Gesamtkonzentration, sondern vielmehr die 
Bioverfügbarkeit an Essigsäure in einem biotechnologischen Prozess detektiert werden. Dabei 
stehen biologische Zellen in Kontakt mit dem Messmedium, sodass keine umfangreiche Extraktion 
durch eine Probenvorbehandlung nötig ist. 
1.1 Biosensoren  
Nach der Definition der IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) ist ein Biosensor 
ein in sich geschlossenes integriertes System, das in der Lage ist, quantitative oder halb-quantitative 
analytische Informationen zu liefern. Das biologische Erkennungselement, das eine physikalische 
oder chemische Änderung der Umwelt detektiert, steht dabei in direktem räumlichen Kontakt mit 
dem Transducer (Signalumwandler), der als Reaktion auf die Veränderung der Umwelt ein 
messbares Signal produziert (Thévenot et al., 2001). 
Basierend auf der Art der Sensorkomponente ist eine Einteilung in molekulare, gewebebasierte und 
zelluläre Sensoren (Ganzzellsensoren) möglich (Daunert et al., 2000). 
Bei molekularen Biosensoren sind subzelluläre Bestandteile oder Makromoleküle, bspw. 
Nukleinsäuren, Enzyme oder Antikörper, die Erkennungselemente. Sie sind gekennzeichnet durch 
hohe Spezifität, Selektivität und schnelle Reaktionszeiten, können jedoch die Bioverfügbarkeit 
eines Analyten nicht anzeigen. Ebenfalls negativ wirken sich die kurze Halbwertszeit in 
Kombination mit einer aufwändigen Isolation bzw. Herstellung aus (Daunert et al., 2000). 
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Aufgrund der spezifischen Interaktion mit der Antigenregion des Analyten sind antikörperbasierte 
Biosensoren sehr selektiv. Für die Messung ist jedoch die Zugabe von zusätzlichen Substraten 
nötig. Limitierende Faktoren einer Anwendung solcher Sensoren sind die hohen 
Herstellungskosten, die Stabilität der Antikörper sowie die begrenzte Reversibilität der Bindung 
(Pancrazio et al., 1999). 
Biosensoren auf der Basis von Nukleinsäuren können durch Hybridisierung unter anderem 
komplementäre Nukleinsäuresequenzen detektieren. Der limitierende Schritt dieser Methode, die 
eine umfangreiche Probenvorbereitung erfordert, ist die Isolation der Nukleinsäuren (Pancrazio et 
al., 1999). 
Molekulare Bestandteile von Zellen, wie z.B. Ionenkanäle, sind Ziele verschiedener Transmitter, 
Toxine oder pharmakologisch wirksamer Agenzien. Biosensoren auf Grundlage von solchen 
Kanälen sind jedoch nicht praktikabel, da deren Funktion losgelöst von der Zelle nicht 
aufrechterhalten werden kann (Pancrazio et al., 1999). 
Enzymbasierte Biosensoren bestehen in der Regel aus einer semipermeablen Membran, durch die 
der Analyt in eine feste Phase mit immobilisiertem Enzym diffundieren kann. Enzyme verfügen 
über eine natürliche Spezifität zur Interaktion mit einem Zielsubstrat. Die Reinigung von Enzymen 
ist jedoch zeit- und arbeitsaufwendig (Daunert et al., 2000; Pancrazio et al., 1999; Yagi, 2007). Ein 
bekanntes Bespiel für einen enzymbasierten Sensor ist der Glukosesensor mit der Glukoseoxidase 
als Sensorelement zur Messung des Glukosegehaltes im Blut (Raut et al., 2012). 
Gewebebasierte Biosensoren bestehen aus verschiedenen Zelltypen und liefern wie zelluläre 
Sensoren Informationen über die Bioverfügbarkeit des Analyten. Sie sind jedoch im Allgemeinen 
weniger stabil, sodass ihre Anwendbarkeit eingeschränkt ist (Daunert et al., 2000). 
1.1.1  Ganzzellsensoren  
Anders als molekulare Sensoren sind zellbasierte Systeme in der Regel stabiler in Bezug auf eine 
Veränderung der Umgebung, bspw. Schwankungen der Temperatur oder des pH-Wertes. So sind 
zum Beispiel Enzyme in ihrer physiologischen Umgebung stabiler als wenn sie als isolierte 
Moleküle vorliegen (Baronian, 2004). Ganzzellsensoren liefern physiologisch relevante Daten als 
Antwort auf den Analyten und zeigen die Bioverfügbarkeit des Analyten an. Sofern sich auf der 
Oberfläche der Zelle keine Rezeptoren für den Analyten befinden, muss dieser zunächst von der 
Zelle aufgenommen werden, um eine Antwort auszulösen (Raut et al., 2012). Dabei kann es zu 
Problemen in der Spezifität durch Wechselwirkungen mit der Zelle bzw. Bestandteilen des 
Mediums kommen (Daunert et al., 2000).  
Zur Generation von Ganzzellsensoren eignen sich, bedingt durch hohe Wachstumsraten und kurze 
Generationszeiten, prokaryotische und eukaryotische Mikroorganismen. Vertreter wie bspw. 
Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) sind leicht gentechnisch zu manipulieren und wachsen in einer 
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Vielzahl von Medien und unter verschiedensten Bedingungen. Durch einen ähnlichen 
Metabolismus und zellulären Aufbau der eukaryotischen Mikroorganismen ist eine Übertragbarkeit 
der Ergebnisse auch hinsichtlich der Bioverfügbarkeit der analysierenden Moleküle auf höhere 
Organismen gegebenenfalls möglich (Baronian, 2004). 
1.1.2  Die Hefe S. cerevisiae als Sensororganismus  
Die Bäckerhefe S. cerevisiae ist ein einfacher eukaryotischer Modellorganismus, der in der 
Grundlagenforschung, aber auch in der angewandten Forschung gern eingesetzt wird. Sie ist 
robust, verfügt über eine hohe physikochemische Toleranz und ist gut gentechnisch manipulierbar 
(Gutiérrez et al., 2015; Parry, 1999; Walmsley und Keenan, 2000). Es besteht die Möglichkeit der 
Immobilisierung von Hefezellen in Membranen, Hydrogelen und Pasten. Außerdem ist das 
Genom von S. cerevisiae vollständig sequenziert und es stehen eine Vielzahl von Vektoren zur 
Verfügung (Baronian, 2004). 
 
Hefezellen sind in der Lage eine große Anzahl verschiedenster Analyten wahrzunehmen. So 
können bspw. extrazelluläre Nährstoffe wie Kohlenstoff- und Stickstoffquellen durch S. cerevisiae 
detektiert werden (Forsberg und Ljungdahl, 2001; Racek, 1991; Thierfelder et al., 2011). Es 
existieren bereits hefebasierte Ganzzellsensoren zur Detektion von Schwermetallen wie z.B. 
Kupferionen (Lehmann et al., 2000; Shetty et al., 2004; Tag et al., 2007; Vopalenska et al., 2015) oder 
hormonell wirksamen Substanzen (Chamas et al., 2017; Hahn et al., 2006; Roda et al., 2011; Sohoni 
und Sumpter, 1998; Wolf et al., 2010). Unter Einsatz gentechnisch modifizierter Hefezellen ist es 
möglich toxische Stoffe (Benton et al., 2007; Gao et al., 2017; Yang et al., 2005) oder auch Alkohole 
wie Ethanol (Pascual et al., 1982) oder 1-Butanol (Shi et al., 2017) zu detektieren. Neben 
Stoffgruppen lassen sich mittels Hefesensoren gezielt spezifische Analyten, z.B. Antibiotika aus der 
Tetrazyklingruppe (Weaver et al., 2015) oder das Analgetikum Diclofenac (Schuller et al., 2017) 
nachweisen. Daneben existieren Ganzzellsensoren auf Grundlage von S. cerevisiae für explosive 
Stoffe (Radhika et al., 2007), Fettsäuren (Mukherjee et al., 2015), Pathogene wie bspw. 
Candida albicans (Ostrov et al., 2017) und oxidativen Stress (Jayaraman et al., 2005). 
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1.1.2.1 Der Lebenszyklus von Saccharomyces cerevisiae 
S. cerevisiae existiert in drei Zelltypen, der haploiden a- bzw. α-Zelle und der diploiden Zelle. Alle 
drei können sich durch mitotische Zellteilung vermehren (Herskowitz, 1988). Diese asexuelle 
Vermehrung findet fast ausschließlich durch Knospung statt (Abb. 1). Durch einen Auswuchs aus 
der Mutterzelle, gefolgt von der Einwanderung des Tochterkerns und anderen Zellorganellen und 
der abschließenden Abschnürung der Tochterzelle entstehen aus einer Hefezelle zwei Zellen (Sun 
und Heitman, 2011). 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von S. cerevisiae. Durch die 
Verschmelzung von zwei haploiden Zellen unterschiedlichen Paarungstyps entsteht eine diploide Zelle. 
Haploide sowie diploide Hefezellen können sich asexuell durch Knospung vermehren. Unter ungünstigen 
Umweltbedingungen geht eine diploide Hefezelle in die Meiose über und es entsteht ein Ascus mit 4 
Ascosporen. Nach Öffnung der Ascushülle keimen aus den Sporen unter günstigen Bedingungen wieder 
haploide Hefezellen aus. Die Darstellung wurde modifiziert nach Herskowitz (1988) sowie Sun und 
Heitman (2011). 
 
Die sexuelle Vermehrung von S. cerevisiae durch Paarung von zwei Zelltypen entgegengesetzten 
Paarungstyps beginnt mit der Sekretion der Pheromone a- und α-Faktor. Dabei sezernieren α-
Zellen den α-Faktor, für den Zellen vom Paarungstyp a auf ihrer Oberfläche spezifische G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren besitzen (Segall, 1993). Gleiches gilt umgekehrt (Abb. 1). Durch die 
Erkennung und die spezifische Bindung der entgegengesetzten Pheromone durch die 
Oberflächenrezeptoren auf der Zelle wird eine Signalkaskade (Pheromone response pathyway) ausgelöst, 
in deren Folge verschiedene Ereignisse stattfinden: Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase, 
Polarisation der Zelle hin zum Paarungspartner mit anschließender Agglutination der Zellen, 
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Umgestaltung der Zellwand und Fusion der Plasmamembranen mit abschließender Verschmelzung 
der beiden Zellkerne und Vereinigung der Chromosomenbestände (Aguilar et al., 2007; Roberts et 
al., 2000). 
 
Hefezellen verfügen über keine spezifischen Strukturen wie Zilien oder Flagellen, um sich aktiv 
aufeinander zubewegen zu können. Birnenförmige Ausstülpungen (sogenannte „shmoos“ Abb. 1) 
durch Umgestaltung des Aktinskelettes erlauben den unbeweglichen Zellen gezielt aufeinander 
zuzuwachsen (Erdman et al., 1998). Shmoos werden entlang des Konzentrationsgradienten des 
entgegengesetzten Pheromons hin zum Paarungspartner gebildet (Segall, 1993). 
Zwei benachbarte haploide Zellen gegensätzlichen Paarungstyps verschmelzen mit nahezu 100 %-
iger Effizienz. Durch die Verschmelzung von Zellen und Zellkernen entsteht eine diploide Zelle 
mit einem Zellkern (Herskowitz, 1988). 
 
Bei Stickstoffmangel und in Anwesenheit einer nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquelle gehen 
diploide Zellen in die Meiose über. Dieser Prozess wird als Sporulation bezeichnet. Als Endprodukt 
entsteht ein Ascus (Tetrade) mit vier haploiden Ascosporen (je zwei Sporen des Paarungstyps a 
und α, Abb. 1) (Fast, 1973; Treco und Winston, 2008). Der obligat aerobe Prozess der Sporulation 
bei S. cerevisiae findet bei Abwesenheit einer externen Stickstoffquelle statt (Prescott, 1975) und lässt 
sich in eine frühe, mittlere und späte Phase einteilen (Neiman, 2011). Dabei werden insgesamt bis 
zu 1.000 verschiedene Gene spezifisch exprimiert (Chu et al., 1998). Der Sporulationsprozess 
beinhaltet umfangreiche Veränderungen der Zellmorphologie, der Chromatinstruktur und des 
Zellwandaufbaus und wird von der verfügbaren Kohlenstoffquelle reguliert. So unterdrückt 
Glucose die Sporulation, während eine nicht-fermentierbare Kohlenstoffquelle, z.B. Acetat, die 
Sporulation induziert (Govin und Berger, 2009). 
 
Die Effizienz der Sporulation ist abhängig von der Zelldichte und vom eingesetzten Stamm 
(Prescott, 1975). Nach 24 h Inkubation in Sporulationsmedium konnten Deutschbauer und Davis 
(2005) bspw. beim Stamm S288c, dem Vorläufer der BY-Laborstämme, keine reifen Tetraden 
beobachten. Dagegen waren beim Stamm SK1 ca. 80 % der Hefezellen sporuliert. Auch nach einer 
Woche Inkubation in 1 %-iger Kaliumacetatlösung konnte die Sporulationseffizienz von S288c 
nicht über 20 % gesteigert werden. Ebenso wurde von Brachmann und Kollegen (1998) für diesen 
Stamm von einer Effizienz der Sporulation mit nur 20-30 % berichtet. 
Der Prozess der Sporulation läuft nicht synchron ab, sodass sich in einer Sporulationskultur in der 
Regel Tetraden und unsporulierte vegetative Hefezellen befinden (Fast, 1973; Prescott, 1975; Treco 
und Winston, 2008). 
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Die Sporenwand besteht aus vier Schichten. Mannan und β-1,3-Glucane bilden die beiden inneren 
Schichten, die in ihrem Aufbau denen in vegetativen Zellen ähneln. Die beiden sich daran 
anschließenden äußeren Schichten sind sporenspezifisch. Sie werden von Chitosan (β-1,4 
verbundene Glukosamine) und Dityrosinmolekülen gebildet (Coluccio et al., 2004; Neiman, 2005). 
Im Verlauf der Meiose formt sich eine Lipidmembran um die DNA und wird von innen nach 
außen, beginnend mit der Mannanschicht und endend mit der Dityrosinschicht, aufgebaut (Briza 
et al., 1994; Suda et al., 2009). 
Die zwei äußeren Schichten vermitteln die spezifische Resistenz der Spore gegenüber lytischen 
Enzymen (bspw. Zymolyase), Proteasen, organischen Lösungsmitteln, hoher Temperatur und 
anderen schädigenden Umwelteinflüssen (Briza et al., 1994; Suda et al., 2009). Durch Untersuchung 
von Δdit1-Mutanten mit defekter Dityrosinsynthese, aber intakter Chitosanschicht, konnte gezeigt 
werden, dass die äußerste Dityrosinschicht wesentlich für die Resistenz der Sporen verantwortlich 
ist (Briza et al., 1990). 
Unter günstigen Bedingungen kann eine Spore zu einer vegetativen Zelle auskeimen. Dies ist ein 
mehrstufiger, von der vorhandenen Kohlenstoffquelle abhängiger Prozess (Herman und Rine, 
1997). 
Die Zellwand von S. cerevisiae unterscheidet sich in ihrem Aufbau von jenem der Sporenwand, was 
man sich zur Anreicherung von Sporen bei gleichzeitiger Abtötung vegetativer Zellen zunutze 
machen kann. Die Zellwand ist aus zwei Schichten aufgebaut: Die äußere Schicht besteht aus 
glykosylierten Mannanen und dient vor allem der Zell-Zell-Erkennung (Klis et al., 2002). Die innere 
Schicht setzt sich aus β-1,3-Glucanen und Chitin zusammen. Sie bildet ca. 50-60 % der 
Trockenmasse der Zellwand und ist für die mechanische Festigkeit der Zelle verantwortlich. Die 
sich anschließende Plasmamembran ist wichtig für die Aufrechterhaltung des Membranpotentials 
sowie für eine effiziente Aufnahme von Nährstoffen und Ionen (Ma et al., 2015). 
 
Der Einsatz des Hefe-Pheromonsystems zur Signalmodulation von Ganzzellsensoren ist in der 
Arbeitsgruppe bereits etabliert (z.B. Groß et al., 2011). Es konnte gezeigt werden, dass durch eine 
Kokultivierung von α-Faktor-sezernierenden Sensorzellen mit einer Vielzahl an Reporterzellen, bei 
denen die Expression eines Fluoreszenzproteins unter der Kontrolle des Pheromon-induzierbaren 
FIG1-Promotors steht, das Signal signifikant verstärkt werden konnte. 
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1.2 Klonierungsstrategie und Funktionsweise eines Hefe-Ganzzellsensors 
Als Biosensoren eingesetzte Bakterien, Hefen oder Gewebekulturen sind zwar natürlicherweise 
spezifisch für einen bestimmten Analyten, ihre Funktionalität entsteht aber erst durch die 
Kombination aus biologischem Erkennungselement und geeignetem Transducer (Thévenot et al., 
2001). 
Hefezellen können eine Vielzahl verschiedener Analyten wahrnehmen. Dadurch werden direkt 
oder indirekt, durch spezifische Signaltransduktionswege, spezifische Transkriptionsfaktoren 
aktiviert. Diese lagern sich an 5`-regulatorische Bereiche (Promotoren) von Genen, die mindestens 
ein für diesen Transkriptionsfaktor responsives Element besitzen. Durch die Bindung an den 
Promotor wird die Transkription des nachgeschalteten offenen Leserahmens (Protein-kodierender 
Bereich), im Vergleich zur basalen Transkription, stark erhöht (Abb. 2A). Dadurch kann die Zelle 
Proteine, die durch die An- oder Abwesenheit des wahrgenommenen Moleküls benötigt werden 
verstärkt exprimieren. Dieses Phänomen kann für die Generierung eines spezifischen Biosensors 
genutzt werden. 
 
 
 
Abbildung 2: Allgemeine Strategie zur Generierung von Sensorhefen. A stellt schematisch die 
verstärkte Transkription durch Bindung eines spezifischen Transkriptionsfaktors im Promotorbereich eines 
Genes dar. B zeigt die allgemeine Vorgehensweise zur Generierung hefebasierter Ganzzellsensoren. 
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Wird eine analytspezifische Promotorsequenz (biologisches Erkennungselement) mit einem 
Reportergen (Transducer) fusioniert, so entsteht ein Reportergenkonstrukt, welches durch die An- 
oder Abwesenheit eines zu detektierenden Moleküls ein Signal aussendet (Abb. 2B). 
Die Spezifität des Erkennungselements hat einen Einfluss auf die Selektivität des Systems. Die 
Wahl des Reportergens bestimmt die Sensitivität sowie die Nachweismethode bzw. -grenzen 
(Daunert et al., 2000). 
 
Reportergene können, je nachdem ob deren Signal an das Vorhandensein eines Substrates 
gebunden ist, in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zu den Substrat-abhängigen Reportern gehören 
solche, die auf Grundlage von Enzymaktivitäten wie bspw. prokaryotischer β-Galaktosidase (sehr 
stabil, Sensitivität abhängig vom Substrat) oder eukaryotischer Luziferase (schnelle Antwort, hohe 
Sensitivität) arbeiten. Ein Nachteil dieser Systeme ist, dass die benötigten Substrate zumeist nur 
schlecht in die Zelle gelangen und Zellen zur Messung einer Enzymaktivität lysiert werden müssen. 
Die Zugabe eines Substrats und die Lyse der Zellen erhöhen den Arbeitsaufwand, die Kosten und 
die Anfälligkeit des Systems für Fehler (Gutiérrez et al., 2015) und verhindern zudem eine 
Mehrfachanwendung des Sensors. 
Reportergene, die bspw. für ein Fluoreszenzprotein kodieren, gehören zu den Substrat-
unabhängigen Systemen. Das auslesbare Signal wird ohne die Zugabe eines Substrats oder die Lyse 
der Zellen erzeugt und die Fluoreszenz kann sofort gemessen werden (Gutiérrez et al., 2015). Zu 
beachten ist jedoch, dass Fluoreszenzproteine eine gewisse Zeit zur Maturation und somit zur 
Messbarkeit eines stabilen Signals benötigen. Bei der Maturation handelt es sich um die Zeit, in der 
nach der Synthese des Proteins das aktive Fluorophor gebildet wird (Yagi, 2007). Ebenso müssen 
die Autofluoreszenz im Hintergrund bzw. die Fluoreszenz nach Absterben der Zelle berücksichtigt 
werden (Gutiérrez et al., 2015). 
 
In dieser Arbeit wurde als Reportergen das fluoreszierende Protein TurboRFP (tRFP) der 
Seeanemone Entacmaea quadricolor eingesetzt. Das rot-orange fluoreszierende tRFP ist ein Dimer, 
besteht aus 231 Aminosäuren und hat ein Anregungsmaximum bei 553 nm und ein 
Emissionsmaximum bei 574 nm (Merzlyak et al., 2007). Weiterhin verfügt dieses 
Fluoreszenzprotein über eine hohe Photostabilität, es ist sehr pH-stabil, was in Bezug auf die 
Messung von Essigsäure vorteilhaft ist und reift im Vergleich zu anderen rot-fluoreszierenden 
Proteinen sehr schnell (Aussage des Herstellers Evrogen), wodurch eine relativ schnelle 
Signalgebung des Biosensors gewährleistet ist. Die Helligkeit von tRFP ist 1,7-fach höher im 
Vergleich zu DsRed2 und beträgt sogar 187 % der von EGFP (Day und Davidson, 2009). 
Außerdem formt tRFP keine Aggregate während der Langzeitexpression (Merzlyak et al., 2007). 
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Gelb- und rot-fluoreszierende Proteine haben den Vorteil, dass die Anregung bei höheren 
Wellenlängen erfolgt und somit das Problem der Autofluoreszenz der Zellen verringert werden 
kann. Als wichtigste Quellen für Autofluoreszenz sind in der Literatur die Flavine (Riboflavin) und 
NADP(H) beschrieben, die in einem Wellenlängenbereich von 400 bis 500 nm fluoreszieren 
(Knight und Billinton, 2001). Es konnte gezeigt werden, dass die Hintergrundfluoreszenz bei 
Stämmen mit gelb- bzw. rot-fluoreszierenden Reporterproteinen weniger ins Gewicht fällt (Groß, 
2011). 
 
Um geeignete Promotorsequenzen zur Detektion von Essigsäure zu identifizieren, muss zunächst 
der Einfluss des Analyten auf die Hefe S. cerevisiae näher betrachtet werden. 
1.3 Bedeutung der Essigsäure für S. cerevisiae 
1.3.1  Aufnahme, Transport und Auswirkungen auf die Hefezelle 
Allgemein gehört S. cerevisiae zu den acidophilen Organismen. Der optimale pH-Bereich für das 
Wachstum des Mikroorganismus liegt zwischen pH 4 und 6, abhängig von der Temperatur, der 
Anwesenheit von Sauerstoff und dem Hefestamm.  
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung des zellulären Imports und Exports von Essigsäure.  
A: Passiver Transport undissoziierter Essigsäure durch einfache bzw. gerichtete Diffusion über den Fps1p-
Kanal in die Zelle. Acetationen aktiveren die Kinase Hog1p, die Fps1p phosphoryliert, was zum Abbau des 
Kanals führt. B: Aktiver Transport von Acetat-Ionen und Protonen aus der Zelle durch ATPasen. ZΔpH 
bezeichnet den elektrochemischen Gradienten der Plasmamembran. Die Darstellung wurde modifiziert 
nach Piper et al. (2001), Casal et al. (2008), Mollapour und Piper (2007). 
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Während des Wachstums ist es wichtig, dass der intrazelluläre pH-Wert konstant gehalten wird. 
An Wachstum und Metabolismus ist eine Vielzahl von Enzymen beteiligt. Liegt der externe pH-
Wert nicht im Optimum, muss die Zelle mehr Energie aufwenden, um den intrazellulären pH-Wert 
im optimalen Bereich zu halten. Weicht der externe pH-Wert sehr stark vom Optimum ab, hat die 
Zelle Schwierigkeiten den intrazellulären pH-Wert aufrechtzuerhalten. In der Folge kommt es zur 
Beeinträchtigung der Funktion von Enzymen mit Auswirkungen auf das Wachstum und die 
Ethanolproduktion (Narendranath und Power, 2005). 
 
Der pH-Wert des Mediums bestimmt den Dissoziationsgrad der Essigsäure, die einen pKs-Wert 
von 4,76 besitzt und zu den schwachen Säuren gezählt wird. Bei einem pH-Wert des Mediums 
unter dem pKs-Wert der Säure, liegt diese zum Großteil undissoziiert vor. Diese ungeladene Form 
der Essigsäure gelangt passiv in die Zelle, entweder durch einfache Diffusion oder gerichtete 
Diffusion über einen Kanal oder eine Permease (Casal et al., 1996, 2008).  
Im nahezu neutralen Zytoplasma der Zelle dissoziiert die Essigsäure in Protonen (H+) und 
Acetationen (CH3COO
-) (Abb. 3, 4). Eine Ansammlung von Protonen führt zu erniedrigten DNA- 
und RNA-Syntheseraten, verringert die metabolische Aktivität und stört elektrochemische 
Protonengradienten (Swinnen et al., 2014). Eine Akkumulation von Anionen erhöht den Zellturgor 
und verursacht oxidativen Stress (Giannattasio et al., 2013; Pampulha und Loureiro-Dias, 1990; 
Piper et al., 2001). Neben der Verringerung des intrazellulären pH-Wertes, verursachen schwache 
Säuren zusätzlich oxidative Schäden (An et al., 2015; Piper et al., 2001), stören den Aufbau und die 
Zusammensetzung der Plasmamembran (Sikkema et al., 1995) und führen zu einer Verminderung 
von verfügbarem ATP (Holyoak et al., 1996; Li und Yuan, 2010). 
Werden Hefezellen Essigsäure ausgesetzt, kommt es zu einer Wachstumshemmung und es können 
signifikant verlängerte lag-Phasen beobachtet werden (Narendranath et al., 2001; Swinnen et al., 
2014). In diesen verlängerten Latenzphasen erfolgt durch Veränderung von zellulären Prozessen 
eine Adaptation der Zelle an die Essigsäure (Giannattasio et al., 2013; Mira et al., 2010a). 
 
Bei dem Einsatz von Essigsäure registrierten Li und Yuan (2010) anhand von Microarray-Daten 
eine Veränderung der Expression von 227 Genen. Ihren Daten zufolge hat Essigsäure 
Auswirkungen auf mitochondriale Funktionen wie Translation, Elektronentransportkette und 
ATP-Produktion, weiterhin wird der Reservemetabolismus (Glykogen- und 
Trehalosestoffwechsel, Glukansynthese) unterbrochen und der zentrale Kohlenstoffmetabolismus 
sowie die Biosynthese von Aminosäuren reguliert (Almeida et al., 2009; Li und Yuan, 2010; Sousa 
et al., 2012). Ferner beeinflusst die Erniedrigung des intrazellulären pH-Wertes verschiedene 
Transportwege wie bspw. den Vesikelübergang vom Endosom in die Vakuole (Sousa et al., 2012). 
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Kawazoe et al. (2017) konnten zeigen, dass die Essigsäure einen negativen Effekt auf Faltung und 
Prozessierung von Proteinen im endoplasmatischen Retikulum hat. Die fehlerfreie Synthese von 
sekretorischen Proteinen und Membranproteinen wurde in Anwesenheit von mindestens 33 mM 
Essigsäure gestört. Nach Pampulha und Loureiro-Dias (1990) hat die Essigsäure auch eine 
inhibitorische Wirkung auf glykolytische Enzyme in der Zelle. Hierbei ist vor allem die Enolase 
betroffen. Gründe dafür liegen zum einen im pH-Abfall im Zytoplasma und der pH-abhängigen 
Aktivität der Enzyme, zum anderen im direkten Effekt der Essigsäuremoleküle.  
Daneben gilt die Essigsäure bei S. cerevisiae auch als Auslöser des programmierten Zelltodes 
(Almeida et al., 2009; Giannattasio et al., 2013; Ludovico et al., 2001; Madeo et al., 2004; Rego et al., 
2014). 
 
An der Antwort der Zelle auf durch Essigsäure verursachten Stress ist der HOG- (High Osmolarity 
Glycerol) Signalweg beteiligt. Durch Acetationen wird die MAP- (mitogen-activated protein) Kinase 
Hog1p aktiviert. Diese phosphoryliert Fps1p, was zur Ubiquitinylierung, der Endozytose und dem 
Abbau des Kanals in der Vakuole führt. Somit wird der Kanal für die passive Diffusion der 
Essigsäure ausgeschaltet (Mollapour und Piper, 2007). 
Auch Pma1p und Pdr12p spielen eine wichtige Rolle bei der Adaptation der Hefe an schwache 
Säuren. Das essentielle Gen PMA1 kodiert für eine H+-ATPase in der Plasmamembran, die aktiv 
Protonen aus der Zelle transportiert. PDR12 kodiert für einen ATP-abhängigen 
Membrantransporter, der aktiv Acetationen nach außen befördert (Ullah et al., 2013). Die 
Regulation von PDR12 erfolgt in Abhängigkeit des pH-Wertes: Bei niedrigen pH-Werten kommt 
es zu einer starken Induktion, bei hohen pH-Werten zu einer Repression des Gens (Lawrence et 
al., 2004).  
Durch den aktiven Export von Protonen aus der Zelle wird ein elektrochemischer Gradient 
(Z∆pH) erzeugt, der für alle sekundären Symporter bzw. Antiporter, beispielsweise für die 
Aufnahme von Nährstoffen, eine wichtige Rolle spielt (Serra-Cardona et al., 2015). Liegt im 
Medium außerhalb der Zelle ein niedriger pH-Wert vor, besteht theoretisch die Möglichkeit, dass 
Protonen und Acetationen reassoziieren und als Essigsäure erneut in die Zelle diffundieren (Ullah 
et al., 2013). 
 
Unter aeroben Bedingungen kann Acetat als einzige Kohlenstoffquelle zur Erzeugung von Energie 
und der Produktion von Biomasse eingesetzt werden. Der Transport von Acetat und die 
Metabolisierung sind jedoch abhängig vom Vorhandensein von Glukose. Aufgrund der 
Glukoserepression wird erst auf Essigsäure als alternative Kohlenstoffquelle zurückgegriffen, wenn 
keine Glukose vorhanden bzw. diese im Medium aufgebraucht ist (Casal et al., 1996; Turcotte et al., 
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2010; Vilela-Moura et al., 2011). Acetat wird durch peroxisomale (Acs1p) oder zytosolische (Acs2p) 
Acetyl-CoA-Synthetasen zu Acetyl-CoA metabolisiert (Geng et al., 2017). Dieses wird zur 
Energiegewinnung in den Mitochondrien im Tricarbonsäurezyklus oxidiert, dient aber auch der 
Produktion von Succinat oder der Synthese anderer Makromoleküle (Vilela-Moura et al., 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das Wachstum von Hefezellen in Anwesenheit von Essigsäure im Medium führt zu einer Reihe 
von Anpassungen in Bezug auf Zellwandaufbau und -organisation. Beispielsweise ist das 
Transkriptionslevel von SPI1 und YGP1 erhöht (Klis et al., 2002). Beide Proteine sind an der 
säureinduzierten Umgestaltung der Zellwand beteiligt (Fernandes et al., 2005; Mira et al., 2010a). 
Gleichzeitig wurde eine verstärkte Induktion der Expression von TPO2 und TPO3, die für 
Transporter zum Export von Acetationen kodieren, beobachtet (Mira et al., 2010b). Eine zentrale 
Rolle bei der Adaption der Hefezelle an Essigsäure durch die verstärkte Aktivierung der Expression 
solcher Gene, spielt der Transkriptionsfaktor Haa1p (Abb. 4). 
1.3.2  Transkriptionsfaktor Haa1p und dessen Zielgene 
Das durch HAA1 kodierte Protein wurde erstmalig im Jahr 2001 von Keller und Kollegen als 
Homolog zu dem durch Kupfer aktivierten Transkriptionsfaktor Ace1p beschrieben. Die 
Sequenzen der beiden Transkriptionsfaktoren sind zu ca. 35 % identisch. Anders als bei Ace1p 
erfolgt die Expression von Haa1p-Zielgenen jedoch unabhängig vom Kupferstatus der Zelle 
(Keller et al., 2001). Das Protein Haa1p befindet sich wahrscheinlich im Zellkern. Es besteht aber 
auch die Möglichkeit, dass der Transkriptionsfaktor nur unter bestimmten Bedingungen funktional 
Abbildung 4: Schematische Darstellung der Aufnahme der Essigsäure durch die Hefezelle, sowie 
der Aktivierung des Transkriptionsfaktors Haa1p und der daraus resultierende Transkription der 
Zielgene. Die Darstellung wurde modifiziert nach Giannattasio et al. 2013 und Sousa et al. 2012. 
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und im Zellkern lokalisiert ist (Keller et al., 2001). Dies würde dem Sachverhalt des eisenabhängigen 
Transkriptionsfaktors Aft1p entsprechen (Ueta et al., 2007) und bedingt einen Transport des 
Transkriptionsfaktors aus dem Zellkern ins Zytoplasma sowie vice versa. Eine solche 
Translokalisation von Haa1p vom Zytoplasma in den Zellkern konnte bei Hefezellen nach 5 min 
Inkubation in Medium pH 4,5 mit 50 mM Essigsäure nachgewiesen werden (Swinnen et al., 2017). 
Sugiyama et al. (2014) schlussfolgerten anhand ihrer Untersuchungen zur Überexpression von 
Haa1p, dass die Verteilung von Haa1p in der Zelle bzw. die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
für die Induktion der Expression von Zielgenen, durch den Phosphorylierungsgrad reguliert wird 
(Sugiyama et al., 2014). 
 
Der Transkriptionsfaktor Haa1p reguliert direkt oder indirekt ca. 80 % der Gene, deren Expression 
durch Essigsäure induziert wird. Dabei handelt es sich vorwiegend um Gene, die verhindern, dass 
Essigsäure aufgenommen wird bzw. die dissoziierten Ionen aus der Zelle heraus transportiert 
werden. TPO2, TPO3 und AQR1 kodieren für Plasmamembran-Transporter und sind Beispiele für 
Gene, deren Expression in Abhängigkeit von Essigsäure verändert wird (Mira et al., 2010c). Ein 
Vergleich der Genexpression zwischen dem Wildtyp und der Nullmutante ∆haa1 lässt vermuten, 
dass durch schwache Säuren neun Haa1p-Zielgene, darunter TPO3, TPO2, YGP1 aktiviert werden 
(Fernandes et al., 2005).  
Mira et al. (2010b) unterteilen die durch Haa1p-regulierten Gene in zwei Klassen: Zur ersten Klasse 
gehören 64 Gene, deren Aktivierung der Transkription vollständig von Haa1p abhängig ist. Zur 
zweiten Klasse können 21 Gene zugeordnet werden, deren transkriptionelle Aktivierung nur 
teilweise von Haa1p abhängig ist. Die Autoren beobachteten eine durch Haa1p 1,5-fache (AQR1) 
bis 18,7-fache (TPO2) transkriptionelle Aktivierung als Reaktion auf Essigsäure (Mira et al., 2010b). 
In den Promotorregionen dieser 85 Gene, deren Expression durch Haa1p Essigsäure-abhängig 
aktiviert wird, konnte bei ca. 55 % mindestens eine Kopie des minimalen Haa1p-responsiven 
Motivs (HRE) 5`-(G/C)(A/C)GG(G/C)G- 3` identifiziert werden. Diese Gene werden als direkte 
Ziele des Transkriptionsfaktors angesehen (Mira et al., 2011). Durch Microarray-Analysen von 
insgesamt 11 Genen, deren Transkription schon von anderen Autoren als Haa1p-abhängig 
beschrieben worden ist (Abbott et al., 2008; Fernandes et al., 2005; Keller et al., 2001; Simoes et al., 
2006), konnten die Autoren eine verringerte Expression in der Δhaa1-Mutante bei Einsatz von 
Essigsäure bestätigen. Dabei handelte es sich um PHM8, SPI1, TPO2, TPO3, YGP1, YER130c, 
YIR035c, YLR297w, YPR127w, YPR157w und YRO2. 
Die Gene mit der größten Veränderung in der Expression im Vergleich der Nullmutante zum 
Wildtyp kodieren für Membranproteine, zum Bespiel YRO2, TPO2 und TPO3 (Keller et al., 2001). 
In Δhaa1-Zellen ist die Expression von TPO2, YPR157w und YRO2 merklich, von PHM8 und 
Abkürzungsverzeichnis 
14 
YGP1 dagegen nur schwach verringert. Keller et al. (2001) konnten in der Δhaa1-Mutante 
beispielsweise für TPO2 und YRO2 eine 10 bzw. 8-fache Reduktion der Expression verglichen mit 
dem Wildtyp beobachten.  
Die Überexpression von HAA1 induziert die Expression von Haa1p-regulierten Genen, wie 
beispielsweise TPO2, TOS3, YPC1 und YGP1 (Sakihama et al., 2015). Tanaka und Kollegen 
konnten eine 30 bis 40-fach erhöhte Expression der beiden Zielgene YRO2 und YGP1 in einem 
HAA1 überexprimierenden Stamm zeigen (Tanaka et al., 2012). Auch Sugiyama et al. (2014) 
beobachteten bei Überexpression von HAA1 erhöhte Transkriptionslevel der Haa1p-Zielgene, wie 
YGP1 und SPI1. 
 
Die 5`-regulatorischen Elemente solcher Haa1p regulierten Gene sollen zur Generierung von 
Reportergenkonstrukten verwendet werden. Im Folgenden wird eine durch Literaturrecherchen 
getroffene Auswahl an Genen, deren Promotoren für die Erzeugung von Ganzzellsensoren 
eingesetzt werden sollen, näher betrachtet (Abb. 4). 
 
PHM8 kodiert für eine im Zytoplasma lokalisierte Phosphatase (Reddy et al., 2008), die unter 
säureinduziertem Stress verstärkt exprimiert wird (Fernandes et al., 2005; Mira et al., 2010b). Das 
Protein hydrolysiert die Lysophosphatidsäure in der Lipidschicht und spielt möglicherweise eine 
Rolle bei der Signaltransduktion, die an der Regulation des Phosphatmetabolismus beteiligt ist 
(Reddy et al., 2008). 
SPI1 kodiert für ein Glykosylphosphatidylinositol-verankertes Zellwandprotein. Es spielt eine 
Rolle bei der Umgestaltung der Zellwandstruktur, induziert durch schwache Säuren (Mira et al., 
2010b; Simoes et al., 2006). Die Aktivierung der Transkription des Gens als Reaktion auf durch 
Säuren verursachten Stress ist abhängig von den Transkriptionsfaktoren Msn2p (in der initialen 
Phase) und Haa1p (während der akuten Phase). Die Expression von SPI1 verringert den durch 
schwache Säure ausgelösten Abfall des intrazellulären pH-Wertes. Das Genprodukt ist beteiligt an 
der Abnahme der Porosität der Zellwand (Sugiyama et al., 2014). Durch diese Veränderung der 
Zellwandstruktur gelangt weniger Säure in die Zelle (Simoes et al., 2006). 
TOS3 kodiert für eine von drei Kinasen, die durch Phosphorylierung die Proteinkinase Snf1p 
aktivieren. In S. cerevisiae spielt Snf1p eine wichtige Rolle bei der Adaption an Glukoselimitation 
und der Umstellung auf alternative Kohlenstoffquellen (Casamayor et al., 2012; Elbing et al., 2006). 
Auch Kim et al. (2005) weisen darauf hin, dass das im Zytoplasma lokalisierte Tos3p wahrscheinlich 
an der Aktivierung von Snf1p während des Wachstums mit einer nicht vergärbaren 
Kohlenstoffquelle beteiligt ist. 
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TPO2 und TPO3 kodieren für Transporter in der Plasmamembran und dienen dem Export von 
Acetationen (Mira et al., 2010a). 
YGP1 kodiert für ein Glykoprotein in der Zellwand, welches als Reaktion auf Nährstoffmangel 
(Destruelle et al., 1994) gebildet wird. Das Protein trägt zur säureinduzierten Umgestaltung der 
Zellwandstruktur bzw. einer Reduzierung der Permeabilität der Zellwand für schwache Säuren bei 
(Mira et al., 2010a). 
YLR194c kodiert für ein Strukturprotein der Zellwand, das über Glykosylphosphatidylinositol mit 
der Plasmamembran verankert ist (Caro et al., 1997; de Lucena et al., 2012; Terashima et al., 2000). 
Das Protein ist an der Biogenese und der Organisation der Zellwand beteiligt (Garcia et al., 2004). 
Als Antwort auf Zellwandstress wird die Expression von YLR194c hochreguliert (Sanz et al., 2012). 
So konnten bspw. Garcia und Kollegen (2004) 30 min nach Zugabe von CongoRed, einem die 
Zellwand zerstörenden Agenz, eine signifikante Aktivierung von YLR194c beobachten. Der 
Transkriptionsfaktor Haa1p wird in der Literatur als negativer Regulator von YLR194c beschrieben 
(Hu et al., 2007; Reimand et al., 2010). Zu Beginn des Projektes existierte nur der systematische 
Name für dieses Gen, weswegen die Bezeichnung YLR194c im Verlauf der Arbeit auch beibehalten 
wurde. Inzwischen trägt das Gen den Namen NCW2 (Novel Cell Wall Protein; Elsztein et al., 2016). 
Yro2p ist in der Plasmamembran lokalisiert und verfügt über sieben Transmembrandomänen. Die 
physiologische Funktion des Proteins ist allerdings noch unklar. Die Expression von YRO2 wird 
durch Essigsäure bzw. den Übergang in die stationäre Phase induziert (Takabatake et al., 2015). Die 
Nullmutante zeigt bei Anwesenheit von Essigsäure ein verzögertes Wachstum. In der 
Promotorregion des Gens gibt es kein HRE-Motiv. Neben Haa1p erfolgt eine indirekte 
Aktivierung der Transkription von YRO2 über andere Transkriptionsfaktoren (Msn2p/ Msn4p, 
Fkh2) (Mira et al., 2011; Takabatake et al., 2015). 
 
In Verbindung mit dem Reportergen tRFP sollen die 5`-regulatorischen Bereiche von PHM8, SPI1, 
TPO2, TPO3, TOS3, YGP1, YLR194c und YRO2 für die Generierung von Reportergenkonstrukten 
zur Detektion von Essigsäure genutzt und getestet werden. Bis auf YRO2 verfügen alle gewählten 
Gene über mindestens ein HRE, ihre Expression wird direkt durch den Transkriptionsfaktor 
Haa1p reguliert (Mira et al., 2011). 
1.4 Biogasprozess als Referenzanwendung 
Die Herstellung von Ganzzellsensoren zur Detektion von Essigsäure erfolgte im Verbundprojekt 
BIOGAS (Autarke multiparametrische Monitoring-Systeme für die Biogasproduktion zur 
Optimierung ihrer Leistungsparameter) im Rahmen des regionalen Wachstumskerns BioSAM 
(Biologische Sensor-Aktor-Systeme auf der Basis von funktionalisierten Mikroorganismen). Beim 
Verbundprojekt BIOGAS handelte es sich um eine Kooperation des Instituts für Genetik der 
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Technischen Universität Dresden mit dem Biogasanlagenbetreiber GICON Großmann Ingenieur 
Consult GmbH (Dresden), dem Kurt-Schwabe-Institut für Mess- und Sensortechnik e.V. 
(Meinsberg) und der GeSIM - Gesellschaft für Silizium-Mikrosysteme mbH (Großerkmannsdorf).  
Gesamtziel des Verbundprojektes war die Generierung eines inline-arbeitenden Mess- und 
Auswertesystems für die Zustandsbeschreibung von biotechnologischen Prozessen. Dabei sollte 
die Biogasherstellung als Referenzanwendung dienen. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die 
Herstellung und Optimierung rekombinanter Zellen auf Grundlage von S. cerevisiae als Sensoren 
für Essigsäure, als einen bei der Biogasherstellung prozessrelevanten biochemischen Parameter. 
1.4.1  Der Biogasprozess 
Biogas wird in Deutschland v.a. zur Produktion von Strom und Wärme eingesetzt. Nach 
Aufbereitung des Rohbiogases ist zudem eine Einspeisung in das Erdgasnetz möglich. 
Biogas als Produkt des anaeroben Abbaus von organischen Stoffen durch verschiedene 
Mikroorganismen in feuchter Umgebung ist ein Gasgemisch bestehend aus 50-75 % Methan, 25-
45 % Kohlenstoffdioxid, 2-7 % Wasserdampf, < 1 % Schwefelwasserstoff und < 2 % Spurengase. 
Die Zusammensetzung ist abhängig von den eingesetzten Substraten, dem Fermentationsverfahren 
und den verschiedenen technischen Ausführungen einer Anlage (Friehe et al., 2016a). 
Die anaerobe Gärung ist ein komplexer Prozess, der sich aus verschiedenen Reaktionen 
zusammensetzt und an dem eine Vielzahl von Mikroorganismen beteiligt ist (Ahring et al., 1995). 
Als organisches Substrat dienen nachwachsende Rohstoffe (Getreide, Gräser, Mais), tierische 
Exkremente (Rinder- und Schweinegülle), Bioabfälle oder Reststoffe aus Industrie und 
Landwirtschaft, wobei die Biogaserträge von Maissilage, Grünschnitt oder Grassilage am höchsten 
sind (Friehe et al., 2016b). 
 
Die Umwandlung des Substrates in Biogas findet in der Regel in vier Teilschritten statt (Abb. 5), 
an denen jeweils verschiedene Gruppen von Mikroorganismen beteiligt sind (Aschmann et al., 
2007). 
Im ersten Schritt, der Hydrolyse, werden komplexe organische Verbindungen in einfache 
organische Verbindungen zerlegt. Es handelt sich dabei um einen extrazellulären Prozess. Die 
beteiligten Mikroorganismen sezernieren Exoenzyme, z.B. Amylasen, Proteasen und Lipasen, die 
die Aufspaltung der Polymere unter Anlagerung von Wasser katalysieren. Kohlenhydrate werden 
in Oligo- und Monosaccharide, Proteine zu Peptiden und Aminosäuren und Fette in Glycerol und 
langkettige Fettsäuren abgebaut. Einflussfaktoren auf die Hydrolyserate sind bspw. die Art des 
Substrates (Größe, Form, Oberflächenbeschaffenheit), Enzymproduktion und Adsorption 
(Batstone et al., 2002; Parawira et al., 2005). 
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Bei der Acidogenese, dem zweiten Schritt, reduzieren säurebildende Bakterien die Produkte der 
hydrolytischen Spaltung weiter zu niederen Fettsäuren und Alkoholen. Außerdem entstehen 
Essigsäure, Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff, die Grundlage für die Bildung von Methan sind. 
Im dritten Schritt, der Acetogenese, werden die niedermolekularen Säuren und Alkohole ebenfalls 
zu Essigsäure, Kohlenstoffdioxid und Wasserstoff verstoffwechselt. 
In der Methanogenese, dem vierten Schritt im Biogasprozess, wandeln zu 70 % acetoklastische 
Methanbildner Essigsäure in Methan und Kohlenstoffdioxid um. Ca. 30 % des erzeugten Methans 
stammt aus der Umwandlung von Wasserstoff und Kohlenstoffdioxid in Methan und Wasser 
durch hydrogenotrophe Organismen (Abb. 5)(Boe, 2006; Madsen et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Abbildung 5: Schematische Darstellung der Biogasentstehung bei einem zweiphasigen Verfahren. 
Vorversäuerung und Methanbildung finden räumlich getrennt statt. Die Abbildung wurde modifiziert nach 
Aschmann et al. (2007) und Madsen et al. (2011). 
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1.4.2  Prozessstörungen und deren Indikatoren 
Der Eintrag von Hemmstoffen, der Mangel an Makro- und Mikronährstoffen aber auch 
anlagentechnische Mängel wie z.B. eine unzureichende Durchmischung können Prozessstörungen 
in einer Biogasanlage auslösen (Weiland, 2008). Andere Ursachen können 
Temperaturschwankungen, hemmende Substanzen (Ammoniak, Desinfektionsmittel, 
Schwefelwasserstoff), Fehler bei der Beschickung oder eine Überlastung des Prozesses sein (Ahring 
et al., 1995; Friehe et al., 2016c). 
 
Der typische Verlauf einer Prozessstörung beginnt mit einem Anstieg der Konzentration an 
Fettsäuren. Zuerst steigen Essigsäure und Propionsäure an, bei anhaltender Belastung auch 
längerkettige Fettsäuren, was in einer Verminderung des Methangehaltes resultiert. Trotz 
konstanter Fütterung kommt es zu einem Abfall des Gasertrages. Verzögert sinkt der pH-Wert 
und es findet eine Versäuerung des Prozesses statt. Werden nicht rechtzeitig geeignete 
Gegenmaßnahmen eingeleitet kann dies zu einem vollständigen Zusammenbruch der 
Gasproduktion führen (Friehe et al., 2016c). 
Aufgrund der Komplexität des Biogasprozesses ist es schwierig einen einfachen und gleichzeitig 
verlässlichen Kontrollparameter zu finden, der den metabolischen Status des gesamten Prozesses 
widerspiegelt (Nielsen et al., 2007). Ein Stressindikator sollte ein Ungleichgewicht im Prozess 
möglichst rechtzeitig anzeigen und dabei den metabolischen Stand des Systems möglichst direkt 
widerspiegeln (Ahring et al., 1995). 
1.4.2.1 pH-Wert  
Die Bestimmung des pH-Werts zur Erkennung von Störungen im Biogasprozess bzw. zur 
Steuerung von diesem ist nicht geeignet, da sich der pH-Wert durch die starke Pufferwirkung von 
Ammonium und Bicarbonat erst bei einer massiven Anreicherung von Stoffwechselprodukten 
ändert (Weiland, 2008). Ein pH-Abfall kann erst gemessen werden, wenn das Gleichgewicht des 
Prozesses schon massiv gestört wurde und ein Eingreifen nicht mehr möglich ist. 
Der Einsatz des pH-Wertes als Indikator für eine Prozessstörung ist nur in solchen Reaktoren 
möglich, wo das System lediglich eine niedrige Pufferkapazität besitzt, denn dort fällt der pH-Wert 
zeitnah als Ergebnis der Akkumulation von flüchtigen Fettsäuren ab (Boe, 2006). 
Der pH-Wert spielt allerdings eine wesentliche Rolle für die Detektion von Essigsäure durch einen 
Ganzzellsensor und den Biogasprozess an sich. Zum einen bestimmt der pH-Wert das 
Gleichgewicht zwischen dissoziierter und undissoziierter Form der Essigsäure und nur die 
undissoziierte Form kann die Zellmembran passieren und somit von der Zelle registriert werden 
(Thomas et al., 2002). Zum anderen nimmt die toxische Wirkung von organischen Säuren mit 
fallendem pH-Wert auf die Mikroorganismen zu (Boe, 2006; Weiland, 2008). 
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1.4.2.2 Flüchtige Fettsäuren  
Wichtige Zwischenprodukte bei der Biogasentstehung sind flüchtige Fettsäuren (engl. volatile fatty 
acids, VFA). Für die Leistung eines Fermenters ist die richtige Konzentration der VFA entscheidend 
um optimale und effiziente Konditionen für den Biogasprozess zu schaffen (Wang et al., 1999). Die 
Überwachung der spezifischen Konzentration einzelner VFA kann wichtige Informationen über 
den Zustand des Prozesses liefern (Boe, 2006; Pind et al., 2002). Somit können Rückschlüsse auf 
Wechselwirkungen und Hemmungen verschiedener Gruppen von Mikroorganismen gezogen 
werden (Drosg, 2013). In gut gepufferten Systemen ist die VFA-Konzentration der einzig 
verlässliche Parameter zur Bestimmung von Prozessstörungen (Boe, 2006). Eine Überladung oder 
toxische Störung des Biogasreaktors führt zu einem Ungleichgewicht bei der Säureproduktion und 
dem –verbrauch was zu einer Akkumulation von kurzkettigen flüchtigen Fettsäuren führt. Die 
spezifische Rolle einzelner flüchtiger Fettsäuren im gesamten anaeroben Prozess ist jedoch unklar 
(Ahring et al., 1995). 
Nach Alonso (1992) stört eine plötzliche und gewichtige Veränderung des Prozesses das 
Gleichgewicht zwischen den einzelnen Mikroorganismen, die an den verschiedenen Stufen der 
Biogasentstehung beteiligt sind, was zu einer Ansammlung von VFA (in erster Linie Essig- und 
Propionsäure) führt. Ist die Pufferkapazität des Systems erschöpft, fällt der pH-Wert ab und es 
kommt zu einer Substrathemmung.  
Die Grenzwerte für organische Säuren sind abhängig von der Pufferkapazität des Systems und den 
eingesetzten Substraten und für jede Biogasanlage individuell (Zosel et al., 2014). 
 
Verschiedene Autoren favorisieren unterschiedliche VFAs als Indikatoren für eine Prozessstörung 
bei der Biogasherstellung.  
Hill und Holmberg (1988) verwiesen darauf, dass die Konzentration von langkettigen VFAs, vor 
allem von iso-Buttersäure bzw. iso-Valeriansäure, zur Überwachung von Gärprozessen geeignet 
ist. War die einzelne Konzentration einer oder beider Fettsäuren geringer als 5 mg/l, verlief der 
Gärprozess normal. Bei Konzentrationen zwischen 5 und 15 mg/l wurden Zeichen von Stress 
beobachtet, wie ein Abfall der Qualität und Quantität des erzeugten Gases, ein pH-Abfall oder 
Schaumbildung, was nach fünf bis sieben Tagen zu einem Versagen der Gärung führte. Bei 
Säurekonzentrationen größer 15 mg/l kam es zu massiver Schädigung des Systems verbunden mit 
einer langen Erholungsphase (Hill und Bolte, 1989). 
Ahring et al. (1995) konnten zeigen, dass sich die Konzentrationen der meisten VFAs nach einer 
absichtlich eingeführten Störung, durch Überladung bzw. Temperaturänderung, des Reaktors 
innerhalb von zwei Tagen verändert haben. Durch eine gleichzeitige Auswertung der 
Methanausbeute konnte die Störung auch innerhalb von zwei Tagen detektiert werden. Jedoch 
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zeigten sich hier nur kleine signifikante Veränderungen bzw. erholte sich die Ausbeute nach einigen 
Tagen, was die Methanausbeute als ungeeigneten Parameter kennzeichnete. Im Gegensatz dazu 
verzeichneten die Autoren bei Butyrat und iso-Butyrat große signifikante Veränderungen. 
Innerhalb von zwei Tagen stieg die Butyrat-Konzentration auf ca. 87,5 % an, wobei sich der 
signifikante Anstieg bereits am ersten Tag abzeichnete. Nach Ahring und Kollegen (1995) ist eine 
Bestimmung der beiden Isoformen von Buttersäure der beste Indikator für Stress. 
Nielsen et al. (2007) favorisieren die Propionsäure als den Schlüsselparameter für das Erkennen 
von Prozessstörungen in Biogasanlagen, in denen komplexer organischer Abfall umgesetzt wird. 
Sie konnten zeigen, dass Methanproduktion, pH-Wert und Essigsäure/Propionsäure-Verhältnis 
einzeln keine geeigneten Parameter sind. Während des Normalbetriebs des Biogasreaktors blieb 
die Propionsäure-Konzentration konstant, die Konzentration an Essigsäure schwankte jedoch in 
Abhängigkeit der Fütterung des Reaktors. Die höchste Konzentration an Essigsäure wurde mit 12-
16 mM am Ende der Fütterungsperiode gemessen. Nach Ende der Fütterung fiel diese 
Konzentration mit einer Rate von 0,84 bis 0,74 mM/h ab. Die niedrigste Essigsäure-Konzentration 
(2-4 mM) wurde vor Beginn einer neuen Fütterungsperiode gemessen. Die durchschnittliche 
Konzentration an Propionsäure betrug über den gesamten Zeitabschnitt 0,6 bis 2,9 mM, die 
Änderungsrate nach Ende einer Fütterung -0,08 bis -0,05 mM/h (Nielsen et al., 2007). 
Bezugnehmend auf Weiland (2008) kann das Verhältnis von Propionsäure zu Essigsäure allerdings 
zur Früherkennung von Prozessstörungen verwendet werden. Ist der Wert des Säureverhältnisses 
größer als 1 und hat die Konzentration an Propionsäure den Grenzwert von 1.000 mg/l 
überschritten, liegt eine Störung vor. Auch Marchaim und Krause (1993) verzeichneten unmittelbar 
nach Erhöhung der Fütterungsrate einen Anstieg des Verhältnisses aus Propionsäure zu 
Essigsäure, noch vor Änderung der Zusammensetzung des Biogases und schlussfolgerten, dass 
dieses Verhältnis ein geeigneter Indikator zur Detektion einer drohenden Überladung ist. Schon 
kurz nach der Einführung verschiedener Störungen des Reaktors, wie hydraulische bzw. organische 
Überladung oder Temperaturänderung, konnten Mechichi und Sayadi (2005) eine Akkumulation 
von Essigsäure und Propionsäure verzeichnen. Bei hohen Konzentrationen dieser beiden 
flüchtigen Fettsäuren wurde zudem ebenfalls eine Akkumulation von Butyrat, iso-Butyrat und 
Valerat beobachtet. Die Autoren schlussfolgerten, dass nicht nur die Konzentration an VFAs, 
sondern auch die Zusammensetzung ein Zeichen für eine Prozessstörung ist. 
Allgemein ist eine niedrige Konzentration an flüchtigen Fettsäuren ein Zeichen für eine stabile 
Leistung des Reaktors und einen vollständigen Abbau des eingesetzten Substrates. Ist die 
Abbauleistung zu gering oder wird gestört, reichern sich die organischen Säuren an, was zu einer 
Hemmung des Biogasprozesses führt. In der Regel steigt zuerst die Konzentration an Essigsäure 
und später die der Propionsäure an. Mit fortbestehender Störung des Prozesses nimmt die 
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Kettenlänge der gebildeten flüchtigen Fettsäuren zu und kann auch ein Anstieg der Konzentration 
von Butter- und Valeriansäure beobachtet werden. Da ein Eingreifen zur Verhinderung des 
Ausfalls der gesamten Anlage möglichst frühzeitig geschehen sollte, wird in Biogasanlagen die 
Konzentration an Essigsäure zur Überwachung eingesetzt (pers. Kommunikation mit dem 
Projektpartner GICON). Dazu soll durch Generierung eines hefebasierten Ganzzellsensors für 
den Analyten Essigsäure eine neue Detektionsmöglichkeit zur Verfügung gestellt werden. 
1.5 Zielstellung der Arbeit 
Im Projekt BIOGAS soll ein hefebasierter Ganzzellsensor zur Detektion von Essigsäure generiert 
werden. Zu diesem Zweck sollen anhand von Literaturrecherchen und Transkriptomanalysen 5`-
regulatorische Bereiche von S. cerevisiae-Genen, deren Expression in Abhängigkeit von Essigsäure 
verändert wird, identifiziert und diese im Anschluss mit der kodierenden Sequenz für ein rot-
fluoreszierendes Reporterprotein fusioniert werden. Anschließend soll ein Einbringen der 
generierten Reportergenkonstrukte in die Hefezelle unter Zuhilfenahme eines Shuttlevektors 
erfolgen. Als optisches Signal soll die Fluoreszenz der generierten Sensorzellen ausgelesen und ein 
geeignetes Reportergenkonstrukt, welches Signale in Abhängigkeit der Essigsäurekonzentration im 
Medium aussendet, identifiziert werden. 
Im weiteren Verlauf der Arbeit soll der geeignetste Hefe-Ganzzellsensor durch Untersuchung der 
Sensitivität und Spezifität eingehender charakterisiert werden. Dazu sollen nach Einsatz initialer 
Konzentrationen an Essigsäure der zu testenden Konzentrationsbereich vergrößert, 
Querempfindlichkeiten in Bezug auf andere flüchtige Fettsäuren und die Regenerationsfähigkeit 
der Sensorzellen untersucht werden. Nach erfolgter genomischer Integration des 
Reportergenkonstruktes soll das Fluoreszenzsignal mit dem des plasmidbasierten Ganzzellsensors 
verglichen und bei Bedarf, bspw. durch Anwendung des Hefe-Pheromonsystems, moduliert 
werden. Des Weiteren soll eine Untersuchung der Langzeitstabilität von Ganzzellsensoren unter 
Einsatz von Sporen als Dauerformen der Hefe erfolgen.  
Die Detektion von Essigsäure mittels Ganzzellsensoren in der Biogasherstellung soll als 
Referenzanwendung für biotechnologische Prozesse fungieren. Im Biogasprozess ist die 
Essigsäure sowohl ein bedeutendes Intermediat, als auch ein wichtiger Parameter zur Detektion 
von Prozessstörungen. Zur Optimierung der Produktion und einer besseren Steuerung von 
Biogasanlagen ist daher eine kontinuierliche Überwachung der Essigsäurekonzentration sinnvoll. 
Aus diesem Grund soll im weiteren Verlauf der Arbeit der Analyt Essigsäure in Realproben aus 
der Biogasanlage des Projektpartners unter Einsatz des entwickelten Ganzzellsensors detektiert 
werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1  Geräte und Labormaterialien 
Tabelle 1: Spezielle Geräte und Labormaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
Blockthermostat BT 100 Kleinfeld Labortechnik 
Breathe Easy Membran Diversified Biotech 
Durchflusszytometer CyFlow SL Sysmex Partec GmbH 
Eppendorf Thermocycler Eppendorf 
Eppendorf Thermomixer Comfort Eppendorf 
Fluoreszenz-Mikroskop BZ-8100E Keyence 
FLUOstar OPTIMA BMG LABTECH 
Geldokumentation (Alpha Imager/Smart3) Alpha Innotech/VWR 
Mikromanipulator Singer MSM System 
UV/VIS Spektrometer Nanodrop ND-1000 Peqlab  
NEPHELOstar BMG LABTECH 
PerfectBlue Gelsystem (horizontal/vertical) Peqlab 
PerfectBlue Semi Dry Blotter Peqlab 
pH-Meter 766 Calimatic Knick 
pH-Meter (tragbar) Checker HI 98103 HANNA instruments 
Rotator (Stuart® SB3) Bibby Scientific Ltd. 
Schütteltisch (Heidolph DUOMAX 1030) Heidolph 
Schwingmühle MM301/200 Retsch 
TECAN infinite M200 (pro) TECAN 
Tischzentrifuge BIOFUGE pico Heraeus 
Tischzentrifuge SIGMA 1-15 K Sigma 
Ultraschallhomogenisator (Sonopuls GM 2070, UW 2070) BANDELIN  
Ultrospec 3000 UV/visible Spectrophotometer Pharmacia Biotech 
V-1200 Spectrophotometer VWR 
Zentrifuge SIGMA 3-18 K Sigma 
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2.1.2  Chemikalien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 2 aufgelistet.  
Tabelle 2: Chemikalien  
Bezeichnung Hersteller 
Acrylamid-Lösung (30 %)  AppliChem 
Agar Formedium 
Agarose (Low melting temperature) Biozym 
Aminoethyl-benzolsulfonylfluorid (AEBSF) Hydrochlorid AppliChem 
Ammoniumacetat Fluka Analytical 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck 
Ammoniumsulfat AppliChem 
Rinderserumalbumin (BSA) NEW ENGLAND BioLabs 
Bromphenolblau Natriumsalz Serva 
Buttersäure (Butansäure) Dr. Ehrenstorfer GmbH 
Iso-Buttersäure (Iso-Butansäure) Merck 
Chloroform AppliChem 
Coomassie® Brilliant Blau G250 Merck 
Digitonin Sigma-Aldrich 
Dikaliumhydrogenphosphat AppliChem 
Dimethylsulfoxid (DMSO) NEW ENGLAND BioLabs 
Dinatriumhydrogenphosphat (wasserfrei) AppliChem 
1,4-Dithiothreitol (DTT) Carl Roth 
Ethylendiamin-tetraessigsäure (EDTA) AppliChem 
Essigsäure Fisher Scientific 
Ethanol VWR Chemicals 
Glasperlen Carl Roth 
D (+)-Glukose (wasserfrei) AppliChem 
Glycerin Carl Roth 
Glycin AppliChem 
Hefeextrakt Formedium 
L-Histidin-Hydrochlorid-Monohydrat AppliChem 
L-Leucin Carl Roth 
Lithiumacetat (99 %, krist.) Carl Roth 
[Fortsetzung auf der nächsten Seite]   
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Bezeichnung Hersteller 
L-Lysinhydrochlorid Carl Roth 
Kaliumacetat Merck 
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth 
Kaliumchlorid Carl Roth 
Magermilch AppliChem 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat AppliChem 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Carl Roth 
Mannitol Carl Roth 
β-Mercaptoethanol Carl Roth 
Methanol VWR Chemicals 
L-Methionin Carl Roth 
Methylenblau Fluka 
Natriumchlorid VWR Chemicals 
Natriumdodecylsulfat (SDS) AppliChem 
Pepton Formedium 
Protease Inhibitor Cocktail Tablets (PI-Mix) Roche 
Polyethylenglykol 3350 (PEG) Sigma-Aldrich 
2-Propanol VWR Chemicals 
Propionsäure (Propansäure) Sigma-Aldrich 
RedSafe Nucleic Acid Staining Solution iNtRON Biotechnology 
Salzsäure (37 %) Merck 
ssDNA (salmon sperm DNA Natriumsalz sonifiziert) AppliChem 
Sorbitol AppliChem 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) AppliChem 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth 
Tween® 20 Carl Roth 
L-Tyrosin Merck 
Uracil AppliChem 
Valeriansäure (Pentansäure) Sigma-Aldrich 
Iso-Valeriansäure (Iso-Pentansäure) Dr. Ehrenstorfer GmbH 
Yeast Nitrogen Base (ohne Aminosäuren und ohne 
Ammoniumsulfat, YNB) 
Formedium 
Zitronensäure AppliChem 
 
  Material und Methoden 
25 
2.1.3  Gebrauchsfertige Reagenzien und Kit-Systeme 
Tabelle 3: Gebrauchsfertige Reagenzien und Kit-Systeme 
Bezeichnung Hersteller 
Kit-Systeme  
ZR Plasmid Miniprep™ Classic Zymo Research 
Zymoprep Yeast Plasmid Miniprep Zymo Research 
PCR clean-up, Gel extraction NucleoSpin Extract Macherey-Nagel 
NucleoBond® Xtra Midi EF/Maxi EF Macherey-Nagel 
DCTM Protein Assay BioRad 
Amersham ECL Plus Western Blotting Detection System GE Healthcare 
Clone JET PCR cloning Kit Thermo Fisher Scientific 
Größenstandard  
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific 
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific 
Sonstige  
Deoxynucleotide (dNTP) Solution Mix NEW ENGLAND BioLabs 
 
2.1.4  Enzyme 
Tabelle 4: Enzyme 
Bezeichnung Hersteller 
Antarktische Phosphatase NEW ENGLAND BioLabs 
Phusion High Fidelity DNA-Polymerase NEW ENGLAND BioLabs 
Q5-High Fidelity DNA-Polymerase NEW ENGLAND BioLabs 
Restriktionsendonukleasen NEW ENGLAND BioLabs 
RNase A AppliChem 
T4-DNA-Ligase NEW ENGLAND BioLabs 
Taq DNA-Polymerase NEW ENGLAND BioLabs 
Zymolyase 20-T Seikagaku Biobusiness 
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2.1.5  Plasmide und Vektoren 
Im Folgen sind die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide und Vektoren aufgeführt. Bei der 
Charakterisierung der Eigenschaften wurden folgende Abkürzungen verwendet: ORF: Open 
Reading Frame, P: Promotor, T: Terminator. 
Einsatz zur Generierung plasmidbasierter Ganzzellsensoren 
Tabelle 5: Eingesetzte Plasmide zur Generierung plasmidbasierter Sensoren 
Bezeichnung Eigenschaften Referenz 
p426-GPD AmpR; URA3; 2μ origin; PGPD; TCYC1 Mumberg et al. 
1995 
p426-GPD-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des GPD-Promotors 
M. Wenzel, IfG, 
TU Dresden 
p426-YGP1-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des YGP1-Promotors 
diese Arbeit 
p426-TPO2-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des TPO2-Promotors 
diese Arbeit 
p426-YRO2-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des YRO2-Promotors 
diese Arbeit 
p426-TPO3-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des TPO3-Promotors 
diese Arbeit 
p426-PHM8-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des PHM8-Promotors 
diese Arbeit 
p426-SPI1-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des SPI1-Promotors 
diese Arbeit 
p426-TOS3-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des TOS3-Promotors 
diese Arbeit 
p426-YLR194c-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des YLR194c-Promotors 
diese Arbeit 
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Einsatz zur genomischen Integration 
Tabelle 6: Verwendete Vektoren zur genomischen Integration 
Bezeichnung Eigenschaften Referenz 
pFA6a AmpR Van Driessche et 
al., 2005 
pFA6a-natMX6 kodierende Sequenz für natMX6-
Resistenzkassette  
Hentges et al., 2005 
pFA6a-bleMX6 kodierende Sequenz für bleMX6-
Resistenzkassette  
Hentges et al., 2005  
pFA6a-HIS3MX6 kodierende Sequenz für HIS3MX6-
Resistenzkassette  
Hentges et al., 2005  
pFA6a-hphMX6 kodierende Sequenz für hphMX6-
Resistenzkassette  
Hentges et al., 2005  
pFA6a-FIG1-tRFP natMX6 ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des FIG1-Promotors 
S. Hennig, IfG,  
TU Dresden 
pFA6a-GPD-tRFP natMX6 ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des GPD-Promotors 
S. Hennig, IfG,  
TU Dresden 
pFA6a-YGP1-tRFP natMX6 ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des YGP1-Promotors 
diese Arbeit 
pFA6a-TPO2-tRFP natMX6 ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des TPO2-Promotors 
diese Arbeit 
pFA6a-YRO2-tRFP natMX6 ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des YRO2-Promotors 
diese Arbeit 
pFA6a-YGP1-tRFP bleMX6 ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des YGP1-Promotors 
diese Arbeit 
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Einsatz zur Signalmodulation mittels Hefe-Pheromonsystem 
Tabelle 7: Zur Amplifikation des Signals mittels Hefe-Pheromonsystem eingesetzte Plasmide 
Bezeichnung Eigenschaften Referenz 
p426-FIG1-tRFP ORF von tRFP unter der Transkriptions-
kontrolle des FIG1-Promotors 
A. Groß, IfG,  
TU Dresden 
p426-FIG1-MFα1 ORF von MFα1 unter der Transkriptions-
kontrolle des FIG1-Promotors 
A. Groß, IfG,  
TU Dresden 
p426-GPD-MFα1 ORF von MFα1 unter der Transkriptions-
kontrolle des GPD-Promotors 
A. Groß, IfG,  
TU Dresden 
p426-YGP1-MFα1 ORF von MFα1 unter der Transkriptions-
kontrolle des YGP1-Promotors 
diese Arbeit 
pFA6a-YGP1-MFα1 bleMX6 ORF von MFα1 unter der Transkriptions-
kontrolle des YGP1-Promotors 
diese Arbeit 
pFA6a-YGP1-MFα1 HIS3MX6 ORF von MFα1 unter der Transkriptions-
kontrolle des YGP1-Promotors 
diese Arbeit 
pFA6a-YGP1-MFα1 hphMX6 ORF von MFα1 unter der Transkriptions-
kontrolle des YGP1-Promotors 
diese Arbeit 
 
Einsatz zur Bestimmung des intrazellulären pH-Wertes 
Tabelle 8: Plasmid zur Bestimmung des intrazellulären pH-Wertes 
Bezeichnung Eigenschaften Referenz 
pYES2-PACT1-pHluorin AmpR; URA3; PACT1; TCYC1 
 
Gertjen Smits, 
UVA, Amsterdam 
 
2.1.6  Oligonukleotide 
Die Oligonukleotide wurden von der Firma biomers.net GmbH (Ulm, Deutschland) synthetisiert. 
Um die lyophylisierten Oligonukleotide effektiv zu lösen wurden Volumina von 5 mM TRIS/HCl 
entsprechend der Angabe des Herstellers zugegeben (Stammlösung, 100 pM/µl) und die Ansätze 
1 h bei 60 °C und 700 rpm inkubiert. Die gelösten Primer wurden bei -20 °C gelagert. Im PCR-
Reaktionsansatz wurde eine Gebrauchslösung von 25 bzw. 10 pM/µl eingesetzt. Die 
Nummerierung diente der laborinternen Bezeichnung. 
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Alle in dieser Arbeit eingesetzten Oligonukleotide sind in der nachfolgenden Tabelle aufgeführt. 
Zum Template homologe Sequenzen sind in Großbuchstaben geschrieben. Angefügte 
Restriktionsschnittstellen sind durch kursive Schreibweise und bereits Vorhandene durch 
Unterstreichen gekennzeichnet. Bei den zur Integration verwendeten Primern ist die zum 
Integrationsort im Genom homologe Sequenz großgeschrieben, die zum Template homologe 
Sequenz zudem unterstrichen.  
 
Primer zur Amplifikation der 5`-regulatorischen Bereiche 
Tabelle 9: Oligonukleotide zur Amplifikation 5`-regulatorischer Bereiche 
Nr. Bezeichnung Sequenz (5`→ 3`) Verwendung 
2 TPO2for_SacI tagagctcCCTATGCAAAAACC
CTTCC 
 
 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
TPO2 
10 TPO2rev_SpeI atactagtATTTGTTTTGTGTA
TTATTTTTGTG 
27 TPO2_SalI_for tagtcgacCCTATGCAAAAACC
CTTCC 
30 TPO2_BamHI_rev atggatccATTTGTTTTGTGTA
TTATTTTTGTG 
4 YRO2for_SacI tagagctcAACTTAGCTATGTA
GGCCG 
 
 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
YRO2 
12 YRO2rev_SpeI atactagtTTTGATGCTTTTTT
TAAAAAATAGTGTC 
28 YRO2_SalI_for tagtcgacAACTTAGCTATGTA
GGCCG 
31 YRO2_BamHI_rev atggatccTTTGATGCTTTTTT
TAAAAAATAGTGTC 
5 YGP1for_SacI tagagctcAGCGTGCTATTTTT
TAAAAAGG 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
YGP1 13 YGP1rev_SpeI atactagtTTTCTATTACTGTA
TTACTTAACTGAC 
    
 
 
[Fortsetzung auf der nächsten Seite] 
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Nr. Bezeichnung Sequenz (5`→ 3`) Verwendung 
29 YGP1_SalI_for tagtcgacAGCGTGCTATTTTT
TAAAAAGG 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
YGP1 32 YGP1_BamHI_rev atggatccTTTCTATTACTGTA
TTACTTAACTGAC 
1 TPO3for_SacI taGAGCTCTTTATATAATC
AAGCATTCC 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
TPO3 9 TPO3rev_SpeI atactagtTTCTGTTTATCTTT
GGCTAGAGG 
3 PHM8for_SacI tagagctcAATTCTAAACCAGA
ATCTTGGATC 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
PHM8 11 PHM8rev_SpeI atactagtGATTACGTGCGTAT
AAAACTTATG 
6 TOS3for_SacI tagagctcCCACCCAGTTGGCA
G 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
TOS3 14 TOS3rev_SpeI atactagtATTCTTCAAAGCTT
CCTTTTTATATG 
7 SPI1for_SacI taGAGCTCTAGATCAAATT
TATGCATATG 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
SPI1 15 SPI1rev_SpeI atactagtTATTAGTAATAGTA
CTGATTTTATTTTTGTG 
8 YLR194cfor_SacI tagagctcTGGCTGAAAGGAC
GAGG 
Klonierung des 5`-
regulator. Bereiches von 
YLR194c 16 YLR194crev_SpeI atactagtTTTATATATATGTT
GGGTTTGTTTATATTTTC
AC 
46 CYC1_BglII_rev atagatctGGCCGCAAATTAA
AGCCTTC 
bindet in Sequenz von 
CYC1-Terminator 
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Primer zur Sequenzierung 
Tabelle 10: Zur Sequenzierung eingesetzte Oligonukleotide 
Nr. Bezeichnung Sequenz (5`→ 3`) Verwendung 
19 tRFP-Prom-seq-rev GCTTCATGTGCATGTTCT
CC 
bindet in Sequenz von 
tRFP 
20 p42x-Prom-seq-for GACCATGATTACGCCAA
GC 
bindet 5`-seitig vor 
Promotorsequenz 
23 CYC1-Term rev TCGGTTAGAGCGGATGT
G 
bindet in Sequenz von 
CYC1-Terminator 
42 Seq-YGP1-tRFP-for TGTGGACATGTTATGTG
TCC 
bindet in Sequenz von 
YGP1-Promotor 
44 R1 (A. Groß, IfG,  
TU Dresden) 
GAATTCGAGCTCGTTTAA
ACTG 
bindet in Sequenz TEF-
Terminator der 
Resistenzkassette 
45 Seq-YGP1-tRFP-for_2 AACATCTACAGGATTAAT
CG 
bindet in Sequenz von 
YGP1-Promotor 
22 Seq_for_pHluorin_URA GCTTAATGGGGCGCTAC
AGG 
bindet pYES2-PACT1-
pHluorin 
 
Primer zur diagnostischen PCR 
Tabelle 11: Zur Durchführung einer diagnostischen PCR verwendete Oligonukleotide 
Nr. Bezeichnung Sequenz (5`→ 3`) Verwendung 
Nachweis der Integration in den TYR1-Lokus 
34 PCHK1-TYR1-Prom-
check-for 
GCATGGGCATTTGTCAC
AATATATAT 
bindet 5`-seitig im TYR1-
Promotor 
36 PCHK3-PTEF-check-for CGCGTTGAATTGTCCCCA
C 
bindet in Sequenz von 
TEF-Promotor der 
Resistenzkassette 
37 PS3-PTEF-SeqTerm CAAGACTGTCAAGGAGG
GTATTCTG 
bindet in Sequenz von 
TEF-Promotor der 
Resistenzkassette 
 
 
[Fortsetzung auf der nächsten Seite] 
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Nr. Bezeichnung Sequenz (5`→ 3`) Verwendung 
Überprüfung Umfang URA3-Deletion nach Brachmann et al. 1998 
38 Check URA3del_for GAGTATTGAGAAGGGCA
ACG 
bindet 5`-seitig der Sequenz 
von URA3 
39 Check URA3del_rev ATACGCCAGTACACCTTA
TC 
bindet 3`-seitig der Sequenz 
von URA3 
Nachweis der Integration in den BAR1-Lokus 
54 Check BAR1_for_neu TGAATTCTTTAATGATCT
TCGCGTG 
bindet 5`-seitig im BAR1-
Promotor 
55 Check BAR1_rev_neu CTCCCCTTGTTTTTTTATT
ATGCTTTCC 
bindet 3`-seitig TEF-
Terminator der 
Resistenzkassette 
58 Check BAR1_for_2 GCGACAATAACATGTATA
CACAGCC 
bindet 5`-seitig im BAR1-
Promotor 
Nachweis einer Transporterdeletion 
51 Check_del hog1_rev CAAGAAAATCCAATGCG
G 
Nachweis Deletion HOG1, 
bindet 5`-seitig der Sequenz 
von HOG1 
52 Check_del pdr12_rev GCCATTACTCACGAGTG
GG 
Nachweis Deletion PDR12, 
bindet 5`-seitig der Sequenz 
von PDR12 
53 KANfor 
(U. Gey, IfG, TU Dresden) 
CTCACATCACATCCGAAC bindet im TEF-Promotor 
der Resistenzkassette 
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Primer zur Amplifikation von Integrationskassetten  
Tabelle 12: Zur Amplifikation von Integrationskassetten eingesetzte Oligonukleotide 
Nr. Bezeichnung Sequenz (5`→ 3`) Verwendung 
24 PINT-PTPO2-OHTYR1-
for 
CCTTTTCACAAAAGAAGG
CCTAATATTATAGGAAAT
CAGCATTAAAAACACCTA
TGCAAAAACCCTTCC 
Amplifikation PTPO2-tRFP-
TCYC1-natMX6 zur 
Integration in TYR1-Lokus 
25 PINT-PYRO2-OHTYR1-
for 
CCTTTTCACAAAAGAAGG
CCTAATATTATAGGAAAT
CAGCATTAAAAACAAACT
TAGCTATGTAGGCCG 
Amplifikation PYRO2-tRFP-
TCYC1-natMX6 zur 
Integration in TYR1-Lokus 
26 PINT-PYGP1-OHTYR1-
for 
CCTTTTCACAAAAGAAGG
CCTAATATTATAGGAAAT
CAGCATTAAAAACAAGC
GTGCTATTTTTTAAAAAG
G 
Amplifikation PYGP1-tRFP-
TCYC1-natMX6 zur 
Integration in TYR1-Lokus 
33 PINT3-TEFterm-
OHTYR1-rev 
GAATACCGTAGCACTTG
AAGGAAAGAGGACAGCA
TATCCACTTGATAAACGT
TTAAACTGGATGGCGGC
G 
Amplifikation P-tRFP-
TCYC1-natMX6 zur 
Integration in TYR1-Lokus 
40 PINT-PYGP1-OHURA3-
for 
GACCATCAAAGAAGGTT
AATGTGGCTGTGGTTTC
AGGGTCCATAAAGCTTA
GCGTGCTATTTTTTAAAA
AGG 
Amplifikation PYGP1-tRFP-
TCYC1-Res.MX6 zur 
Integration in deletierten 
URA3-Lokus 
43 PINT4-TEFterm-
OHURA3-rev 
CGTCATTATAGAAATCAT
TACGACCGAGATTCCCG
GGGTTTAAACTGGATGG
CGGCG 
Amplifikation PYGP1-tRFP-
TCYC1-Res.MX6 zur 
Integration in deletierten 
URA3-Lokus 
    
    
    
[Fortsetzung auf der nächsten Seite] 
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Nr. Bezeichnung Sequenz (5`→ 3`) Verwendung 
47 PINT-PYGP1-OHBAR1-
for 
ATCGCCTAAAATCATACC
AAAATAAAAAGAGTGTC
TAGAAGGGTCATATAAG
CGTGCTATTTTTTAAAAA
GG 
Amplifikation PYGP1-tRFP-
TCYC1-Res.MX6 zur 
Integration in BAR1-Lokus 
48 PINT3-TEFterm-
OHBAR1-rev 
ACTATATATTTGATATTT
ATATGCTATAAAGAAATT
GTACTCCAGATTTCACTG
GATGGCGGCGTTAGTAT
CG 
Amplifikation P-tRFP-
TCYC1-Res.MX6 zur 
Integration in BAR1-Lokus 
59 Int_BAR1_for_2 GCACGTCGAGCCTTGTC
ATGATGAATTCTTTAATG
ATCTTCGCGTGAGCGTG
CTATTTTTTAAAAAGG 
Integration PYGP1-tRFP-
TCYC1-Res.MX6 zur 
Integration in BAR1-Lokus 
60 Int_BAR1_rev_2 GAAATTGTACTCCAGATT
TCTTAATATGTTGGTTTA
CAGACCAGTATAGCGAC
CAGCATTCACAT 
Integration P-tRFP-
TCYC1-Res.MX6 zur 
Integration in BAR1-Lokus 
 
2.2 Mikroorganismen 
2.2.1  E. coli-Stamm 
Tabelle 13: Eingesetzter E. coli-Stamm 
Stammbezeichnung Genotyp Quelle 
TOP10F F−; mcrA; _(mrr-hsdRMS-mcrBC); 
_80lacZ_M15; _lacX74; recA1; araD139; 
_(ara leu) 7697; galU; galK; rpsL (StrR); 
endA1; nupG 
Invitrogen 
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2.2.2  S. cerevisiae-Stämme 
Tabelle 14: Verwendete S. cerevisiae-Wildtypstämme  
Stammbezeichnung Genotyp Quelle 
BY4741 MATa; his3Δ1; leu2Δ0; met15Δ0; ura3Δ0 Euroscarf 
(Y00000) 
BY4742 MATα; his3Δ1; leu2Δ0; lys2Δ0; ura3Δ0 Euroscarf 
(Y10000) 
BY4743 MATa/MATα his3Δ1/his3Δ1;  
leu2Δ0/leu2Δ0; met15Δ0/MET15; 
LYS2/lys2Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0 
Euroscarf 
(Y20000) 
 
 
Nachfolgend sind die in dieser Arbeit verwendeten Deletionsstämme aufgeführt. 
 
Tabelle 15: Eingesetzte S. cerevisiae-Stämme mit Deletion von Genen 
Stammbezeichnung Genotyp Quelle 
BY4741 Δhog1 wie BY4741; YLR113w::kanMX4 Euroscarf 
(Y02724) 
BY4742 Δhog1 wie BY4742; YLR113w::kanMX4 Euroscarf 
(Y12724) 
BY4742 Δpdr12 wie BY4742; YPL058c::kanMX4 Euroscarf 
(Y12770) 
BY4741 Δbar1 wie BY4741; YIL015w::kanMX4 Euroscarf 
(Y01408) 
Δhog1 Δpdr12 YLR113w::kanMX4; YPL058c::kanMX4 diese Arbeit 
 
 
In Tabelle 16 sind die in dieser Arbeit generierten bzw. verwendeten S. cerevisiae-Stämme mit 
genomischer Integration aufgelistet. 
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Tabelle 16: S. cerevisiae-Stämme mit genomischer Integration 
Stammbezeichnung Genotyp Quelle 
BY4741 tyr1::YGP1-tRFP 
natMX6 
 
wie BY4741; 
YBR166c::YGP1-tRFP natMX6 
diese Arbeit 
 
BY4741 tyr1::YRO2-tRFP 
natMX6 
 
wie BY4741; 
YBR166c::YRO2-tRFP natMX6 
diese Arbeit 
 
BY4741 tyr1::TPO2-tRFP 
natMX6 
 
wie BY4741; 
YBR166c::TPO2-tRFP nat MX6 
diese Arbeit 
 
BY4742 tyr1::YGP1-tRFP 
natMX6 
 
wie BY4742; 
YBR166c::YGP1-tRFP natMX6 
diese Arbeit 
 
BY4742 tyr1::YRO2-tRFP 
natMX6 
 
wie BY4742; 
YBR166c::YRO2-tRFP natMX6 
diese Arbeit 
 
BY4742 tyr1::TPO2-tRFP 
ntMX6 
 
wie BY4742; 
YBR166c::TPO2-tRFP natMX6 
diese Arbeit 
 
KH-Mat a/α-YGP1-tRFP 
 
MATa/MATα his3Δ1/his3Δ1; 
leu2Δ0/leu2Δ0; met15Δ0/MET15; 
LYS2/lys2Δ0; ura3Δ0/ura3Δ0; 
YBR166c::YGP1-tRFP natMX6 
 
diese Arbeit 
KH YGP1-tRFP_SPO KH-Mat a/α-YGP1-tRFP nach Sporulation diese Arbeit 
 
BY4741 Δbar1 tyr1::FIG1-
tRFP natMX6 
wie BY4741 Δbar1; 
YBR166c::FIG1-tRFP natMX6 
S. Hennig, IfG,  
TU Dresden 
 
BY4741 Δbar1 tyr1::GDP-
tRFP natMX6 
wie BY4741 Δbar1; 
YBR166c::GPD-tRFP natMX6 
S. Hennig, IfG,  
TU Dresden 
 
 
[Fortsetzung auf der nächsten Seite] 
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Stammbezeichnung Genotyp Quelle 
BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-
tRFP natMX6 
 
wie BY4741 Δbar1; 
YBR166c::YGP1-tRFP natMX6 
diese Arbeit 
BY4742 tyr1::YGP1-
tRFP natMX6; 
ura3::YGP1-
tRFP hphMX6 
 
wie BY4742; 
YBR166c::YGP1-tRFP natMX6 
YEL021W::YGP1-tRFP hphMX6 
diese Arbeit 
BY4741 tyr1::YGP1-
tRFP natMX6; 
bar1::YGP1-
MFα1 hphMX6  
wie BY4741; 
YBR166c::YGP1-tRFP natMX6 
YIL015W::YGP1-MFα1 hphMX6 
diese Arbeit 
 
 
2.2.3  Kultivierung 
Kultivierung von E. coli 
LB-Medium (flüssig)  1,0 % (w/v) Pepton 
    0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
    1,0 % (w/v) NaCl 
LB-Medium (fest)  Flüssigmedium mit 2 % (w/v) Agar 
 
Für die Selektion von transformierten E. coli-Zellen wurde Ampicillin in einer Endkonzentration 
von 100 µg/ml eingesetzt. Es erfolgte eine Inkubation der beimpften Agarplatten bzw. Kolben 
über Nacht (ü.N.) bei 37 °C. 
 
Kultivierung von S. cerevisiae  
Die Kultivierung von Wildtyp S. cerevisiae-Kulturen bzw. Stämmen mit stabil integriertem 
Konstrukt erfolgte auf bzw. in YPD-Medium bei 30 °C. Dabei wurden die Flüssigkulturen bei 
180 rpm geschüttelt.  
Vollmedium  YPD-Medium (flüssig) 2 % (w/v) Pepton  
1 % (w/v) Hefeextrakt 
2 % (w/v) Glukose 
YPD-Medium (fest)  Flüssigmedium mit 2 % (w/v) Agar 
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Den Medien wurden zur Selektion den Resistenzen der Stämme entsprechende Antibiotika 
zugesetzt. Eine Übersicht befindet sich in nachfolgender Tabelle. 
Tabelle 17: Antibiotika 
Bezeichnung Endkonzentration Hersteller 
Ampicillin-Natriumsalz 100 µg/ml Sigma-Aldrich 
G418-Disulfat 500 µg/ml AppliChem 
Nourseothricin (clonNAT) 100 µg/ml Werner BioAgents 
Bleomycin 100 µg/ml Calbiochem® 
Hygromycin B 200 µg/ml Carl Roth 
 
Die Selektion von Transformanten erfolgte durch Kultivierung in Minimalmedium mit 
entsprechenden Zusätzen bei 30 °C. Die Einstellung des pH-Wertes des bei der 
Fluoreszenzmessung eingesetzten Minimalmediums erfolgte vor dem Autoklavieren mittels pH-
Meter unter Verwendung von 37 %-iger HCl-Lösung. 
 
Minimalmedium MM-Medium (flüssig)  0,17 % (w/v) Yeast Nitrogen Base  
       0,5 % (w/v) Ammoniumsulfat 
       2,0 % (w/v) Glukose 
MM-Medium (fest)  Flüssigmedium mit 2 % (w/v) Agar 
 
 
Unter Beachtung der Auxotrophien der unterschiedlichen Stämme erfolgte nach dem 
Autoklavieren die Zugabe der benötigten essentiellen Aminosäuren aus einer steril filtrierten 500-
fachen Stammlösung. 
 
Es wurden nachfolgende Supplemente in den angegebenen Endkonzentrationen verwendet: 
 
60 mg/l Histidin (his) 
80 mg/l Leucin (leu) 
20 mg/l Methionin (met) 
30 mg/l Lysin (lys) 
30 mg/l Tyrosin (tyr) 
30 mg/l Uracil (ura) 
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2.2.4  Lagerung von Mikroorganismen 
S. cerevisiae-Stämme ohne Plasmid wurden auf Agarplatten bei 4 °C bzw. in Kryokultur bei -80 °C 
gelagert. Bei Lagerung bei 4 °C erfolgte in regelmäßigen Abständen eine Subkultivierung auf 
frischem Medium. Nach drei Monaten wurden die Stämme in der Regel frisch aus der Kryokultur 
ausgestrichen. Mit Plasmiden transformierte Hefen wurden nur bis zur Beendigung des Versuchs 
bei 4 °C gelagert und dann verworfen. Zur längerfristigen Lagerung von Hefestämmen bei -80 °C 
wurde ein Teil Zellsuspension einer ü.N.-Kultur mit einem Teil 50 %-iger Glycerin-Lösung 
versetzt. 
 
E. coli-Zellen wurden bei 4 °C auf Agarplatten gelagert. Elektrokompetente E. coli lagerten in 10 %-
iger Glycerin-Lösung aliquotiert bei -80 °C. 
 
2.2.5  Mikroskopie 
Die Immobilisierung von Zellen zum Mikroskopieren geschah durch Einbettung in Low melting 
temperature-Agarose-Lösung. Dafür wurden ein Teil Zellsuspension und ein Teil Agarose-Lösung 
(auf 37 °C vorgewärmt) auf einen Objektträger pipettiert und mit einem Deckgläschen 
verschlossen. Die Mikroskopie erfolgte mit dem Keyence Biozero 8100E (Objektiv: Plan Apo 20x 
NA 0,75) bei 20- bis 40-facher Vergrößerung. 
 
Agarose-Lösung  0,5 % (w/v) Low Melting Agarose 
    5 mM Glukose 
    5 mM TRIS/HCl, pH 7,4 
 
Eine Vitalitätsfärbung der Zellen erfolgte durch den Einsatz von Methylenblau (Fink, 2009). Dazu 
wurden 10 µl Zellsuspension und 90 µl Methylenblau-Lösung gemischt und 10 min bei RT 
inkubiert. 
 
Methylenblau-Lösung  1,5 ml Phosphatpuffer, pH 7,2 
    0,002 g Methylenblau 
    8,5 ml ddH2O 
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1  Isolation genomischer DNA  
Für die Isolation von genomischer DNA aus Hefen wurden Zellen einer ü.N.-Vorkultur für 5 min 
bei 3.500 xg zentrifugiert. Das Pellet wurde in 500 µl Lysepuffer (100 mM TRIS/HCl, 50 mM 
EDTA, 1 % SDS, pH 8,0) resuspendiert und in ein 2 ml-Reaktionsgefäß mit Sicherheitsverschluss 
mit 400 µl Glasperlen gegeben. Der mechanische Aufschluss der Hefezellen erfolgte in einer 
Schwingmühle (Retsch) für 5 min bei 30 Hz. Danach wurde der Ansatz zum Absetzen der 
Glasperlen auf Eis inkubiert. Zur Ausfällung der Proteine aus dem Zelllysat wurde der Überstand 
in ein neues Gefäß überführt und mit 275 µl 7 M Ammoniumacetat-Lösung versetzt. Es erfolgte 
eine Inkubation des Ansatzes für 5 min bei 65 °C, dann für 5 min auf Eis. Im Anschluss wurden 
500 µl Chloroform zugegeben und gut gemischt. Der Ansatz wurde für 5 min bei 13.000 x g 
zentrifugiert. Anschließend wurde die obere Phase in ein neues Reaktionsgefäß überführt, mit 1 µl 
RNaseA (10 mg/ml) versetzt und für 15 min bei 37 °C inkubiert. Danach erfolgten die Zugabe 
von 1 ml 2-Propanol (Isopropanol) und eine 30-minütige Inkubation bei -20 °C. Nach 15 min 
Zentrifugation bei 13.000 x g, wurde der Überstand verworfen. Das Pellet mit der DNA wurde 3-
mal mit 70 %-igem Ethanol gewaschen und im Anschluss luftgetrocknet. Das getrocknete Pellet 
wurde in 20 bis 50 µl 5 mM TRIS/HCl pH 7,4 resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei 
-20 °C gelagert. 
 
2.3.2  Bestimmung der DNA-Konzentration 
Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit einem UV/VIS Spektrophotometer 
(NanoDrop ND-1000, PeqLab) nach Angaben des Herstellers. 
 
2.3.3  DNA-Amplifikation durch Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
2.3.3.1 Standard-PCR 
Zur Erzeugung der Reportergenkonstrukte wurden aus genomischer DNA des S. cerevisiae 
Wildtypstammes BY4741 die jeweiligen 5`-regulatorischen Bereiche mittels zweistufiger PCR 
amplifiziert.  
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Tabelle 18: Reaktionsansatz für die Standard-PCR 
Reaktionsbestandteile Endkonzentration 
genomische DNA ca. 100 ng 
5x HF-Puffer 1x 
10 mM dNTPs 0,2 mM 
Primer forward (25 pM) 0,5 µM 
Primer reverse (25 pM) 0,5 µM 
Phusion DNA Polymerase (2 U/µl) 0,02 U/µl 
ddH2O add 50 µl 
 
Tabelle 19: Reaktionsbedingungen einer zweistufigen PCR bei Einsatz der Phusion DNA Polymerase 
Reaktion Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
Initiale Denaturierung 98 °C 3 min 1 x 
Denaturierung 98 °C 10 s  
10 x Hybridisierung Ta1 30 s 
Elongation 72 °C 30 s/1.000 bp 
Denaturierung 98 °C 10 s  
20 x  Hybridisierung Ta2 30 s  
Elongation 72 °C 30 s/1.000 bp 
Finale Elongation 72 °C 3 min 1 x 
 10 °C hold  
 
Die Wahl der Temperaturen für die Hybridisierung richtete sich nach den Schmelztemperaturen 
der jeweiligen Oligonukleotide. Die Berechnung der Schmelztemperaturen Ta1 und Ta2 erfolgte mit 
dem „Tm calculator“ von NEW ENGLAND BioLabs (http://tmcalculator.neb.com). Für die 
Bestimmung von Ta1 wurde nur die spezifisch mit dem Template hybridisierende Sequenz 
berücksichtigt. Für Ta2 die gesamte Sequenz, inklusive der Schnittstelle für das Restriktionsenzym 
und des Überhanges. 
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2.3.3.2 Diagnostische PCR (Kolonie-PCR, Check-PCR) 
Zur Identifikation von transformierten E. coli-Zellen, die einen Vektor mit einem korrekten Insert 
tragen, erfolgte eine Kolonie-PCR. Dazu wurde, nach dem Aufbringen von Zellmaterial auf die 
Sekundärplatte, die sterile Spitze in ein PCR-Reaktionsgefäß mit 19,9 µl ddH2O gegeben, dieses 
kurz darin geschwenkt und somit Zellmaterial überführt. Im Anschluss wurden die anderen 
Komponenten des PCR-Ansatzes zugegeben. 
Tabelle 20: Reaktionsansatz für die diagnostische-PCR 
Reaktionsbestandteile Endkonzentration 
10x GoldStar-Puffer 1x 
10 mM dNTPs 0,2 mM 
Primer forward (10 pM) 0,5 µM 
Primer reverse (10 pM) 0,5 µM 
50 mM MgCl2 1,5 mM 
Taq DNA Polymerase (2 U/µl) 0,025 U/µl 
ddH2O add 25 µl 
 
Tabelle 21: Reaktionsbedingungen einer diagnostischen PCR bei Einsatz der Taq DNA Polymerase 
Reaktion Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen 
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1 x 
Denaturierung 95 °C 30 s  
25 x  Hybridisierung Ta 1 min  
Elongation 72 °C 60 s/1.000 bp 
Finale Elongation 72 °C 5 min 1 x 
 10 °C hold  
 
2.3.3.3 Short Flanking Homology-PCR 
Zur Amplifikation der Integrationskassetten für eine stabile genomische Integration in S. cerevisiae 
wurde eine Short Flanking Homology-PCR nach Wach et al. (1997) durchgeführt. Dazu wurden 
Oligonukleotide verwendet, die 5`-seitig aus ca. 50 bp homolog zur Integrationsstelle im Genom 
und 3`-setig ca. 20 bp komplementär zum Template (zu der zu integrierenden Sequenz) 
zusammengesetzt waren. Ablauf und Bedingungen der PCR erfolgten wie bei der unter 2.3.3.1 
bereits beschriebenen (zweistufigen) Standard-PCR. Abweichend davon wurde bezugnehmend auf 
Hentges et al. (2005) dem Reaktionsansatz 3 % (v/v) DMSO zugesetzt.  
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2.3.4  Agarose-Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte horizontal in 1 %-igen Agarosegelen in 1x TAE-
Puffer (40 mM TRIS, 20 mM Essigsäure, 1 mM EDTA). Zur Visualisierung der DNA wurde 
RedSafe-Lösung (4000x-Stammlösung, iNtRON Biotechnology) dem Gel zugegeben. Die Proben 
wurden mit 6-fachem Ladepuffer (6x DNA Loading Dye, Endkonzentration 1x, Thermo Fisher 
Scientific) versetzt und elektrophoretisch bei 90 bis 120 V aufgetrennt. Als Größenstandard diente 
der GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Die Dokumentation erfolgte 
unter UV-Licht im Alpha-Imager (Alpha Innotech) bzw. Smart3 (VWR). 
2.3.5  Reinigung der PCR-Fragmente  
Zur Isolation von PCR-Fragmenten wurde der gesamte PCR-Ansatz (50 µl) auf ein 1 %-iges 
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt (s. 2.3.4). Anschließend wurden die 
Zielfragmente mittels eines Skalpells unter UV-Licht ausgeschnitten. Es erfolgte eine Extraktion 
der PCR-Fragmente aus dem Gel mit dem Kit „Gel extraction Nucleospin Extract II“ der Firma 
Macherey-Nagel. Abweichend von den Herstellerangaben wurde 2-mal mit je 20 µl vorgewärmten 
ddH2O eluiert und anschließend die Konzentration bestimmt (s. 2.3.2). 
2.3.6  Plasmidpräparation aus E. coli 
Die Plasmidpräparation aus E. coli erfolgte unter Verwendung des Kits „ZR Plasmid Miniprep™ 
Classic“ des Herstellers Zymo Research. Dazu erfolgte eine ü.N.-Kultivierung in 5 ml-LB-Medium 
mit Ampicillin (Endkonzentration: 1 ml/l) im Schüttelinkubator bei 37 °C. Für die Präparation der 
Plasmide wurden 2 ml der ü.N.-Kultur nach dem Protokoll des Herstellers bearbeitet. Abweichend 
davon erfolgte die Elution in der Regel mit 2-mal 20 µl vorgewärmtem ddH2O. 
2.3.7  Enzymatische Spaltung durch Restriktionsendonukleasen 
Zur Erzeugung von überhängenden Enden wurde DNA (PCR-Fragment oder Vektor) mittels 
Restriktionsenzymen (20 U/µl, Tab. 22) gespalten. Der Reaktionsansatz wurde für 30 min bei 
37 °C inkubiert, im Anschluss elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Kit analog dem unter 2.3.5 
beschriebenen PCR-Fragment gereinigt. 
Für die Restriktion zur Erzeugung von Vektorgerüst und Insert für die Generierung von 
Reportergenkonstrukten wurden in der Regel für einen 25 µl-Ansatz ca. 1000 ng des Templates 
und jeweils 10 U der Restriktionsenzyme eingesetzt.  
Die Validierung von Plasmiden erfolgte ebenfalls über eine enzymatische Spaltung mittels 
spezifischer Enzyme in einem sogenannten Kontrollverdau. Dazu wurden zumeist zwei 
verschiedene Restriktionsenzyme eingesetzt. Der Reaktionspuffer wurde so gewählt, dass die 
Aktivität beider Enzyme laut Herstellerangabe nach Möglichkeit 100 % betrug.  
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Tabelle 22: Reaktionsansatz für die DNA-Restriktion 
Reaktionsbestandteile Endkonzentration 
Enzym 4 U 
Plasmid/PCR-Produkt 0,5 µl 
10 x-Puffer 1x 
ddH2O add 10 µl 
 
2.3.8  Dephosphorylierung 
Zur Verhinderung einer Re-Ligation wurde das Vektorgerüst durch die Behandlung mit 
Antarktischer Phosphatase (5.000 U/ml, NEB) dephosphoryliert. Dazu wurde folgender 
Reaktionsansatz pipettiert: 
Tabelle 23: Reaktionsansatz für die Dephosphorylierung mittels Antarktischer Phosphatase 
Reaktionsbestandteil Endkonzentration 
Vektor ca. 1000 ng 
10x Reaktionspuffer 1x 
Antarktische Phosphatase 5 U 
 
Es erfolgte eine Inkubation für 30 min bei 37 °C mit anschließender Hitzeinaktivierung des 
Enzyms bei 70 °C für 5 min. 
 
2.3.9  Ligation  
Für die Ligation wurden Vektorgerüst und Insert (auch als Fragment bezeichnet) in einem 
äquimolaren Verhältnis von ca. 1:3 eingesetzt. Für den Einsatz von ca. 100 ng Vektor (mv) wurde 
die entsprechend benötigte Menge an Insert (mf) mittels nachfolgender Formel, unter 
Berücksichtigung der Größe des Inserts (Lf) und des Vektors (Lv), berechnet: 
 
𝑚𝑓 = 3 𝑥 𝑚𝑣 𝑥 
𝐿𝑓
𝐿𝑣
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Tabelle 24: Ligationsansatz 
Reaktionsbestandteil Endkonzentration 
Vektorgerüst  ca. 100 ng 
Insert  mf 
Puffer (10x) 1x 
T4-DNA-Ligase (400.000 U/ml) 400 U 
ddH2O add 20 µl 
 
Die Ligation von Vektor und Insert erfolgte für 10 min bei Raumtemperatur in einem 200 µl-
Reaktionsgefäß. 
 
Zur Entfernung für die Transformation störender Salze wurden 5 µl des Ligationsansatzes auf eine 
Membran (Millipore V-series, Porengröße 0,025 µm, Millipore) pipettiert und für 30 min bei 
Raumtemperatur gegen ddH2O dialysiert.  
 
2.3.10  Transformation von E. coli 
2.3.10.1 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen 
Für die Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen wurde ein Schüttelkolben mit 10 ml LB-
Medium mit E. coli Top 10F aus der Stammsammlung beimpft und bei 37 °C im Schüttelinkubator 
über Nacht inkubiert Am nächsten Tag wurde die Zellsuspension der Vorkultur mit neuem LB-
Medium im Verhältnis von 1:100 versetzt und erneut im Schüttelinkubator bei 37 °C, bis zu einer 
optischen Dichte bei 600 nm (OD600) von 0,6 bis 0,8, inkubiert. 
Nach Erreichen der gewünschten OD600 wurden die Zellen 15 min auf Eis abgekühlt und im 
Anschluss 10 min bei 4.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. Danach 
wurde das Pellet 2-mal mit 400 ml eiskaltem ddH2O und einmal mit 200 ml eiskalter Glycerin-
Lösung (10 %) gewaschen. Im Anschluss wurde das Zellpellet in 15 bis 20 ml 10%iger Glycerin-
Lösung resuspendiert, in ein 25 ml-Röhrchen überführt und erneut zentrifugiert. Nach Verwerfen 
des Überstandes wurde das Pellet in 3 ml 10%iger Glycerin-Lösung resuspendiert und zu je 45 µl 
aliquotiert. Die Aliquots der elektrokompetenten Zellen wurden bis zu ihrem Einsatz bei -80 °C 
gelagert.  
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2.3.10.2 Elektroporation  
Zu Beginn wurden die elektrokompetenten Zellen 5 min auf Eis aufgetaut. Danach wurden 3 µl 
eines zuvor dialysierten Ligationsansatzes bzw. 0,5 µl Plasmid zu 45 µl Zellsuspension gegeben und 
gut gemischt. Der komplette Ansatz wurde in eine auf Eis gekühlte Elektroporationsküvette 
überführt. Die Elektroporation erfolgte dann bei 25 kV, 25 µF und 200 Ω. Sofort nach der 
Elektroporation wurden die Zellen in 1 ml vorgewärmtem SOC-Medium aufgenommen und 1 h 
bei 37 °C inkubiert. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die Zellen 5 min bei 3.500 x g 
zentrifugiert, 800 µl des Überstandes verworfen das Pellet in den restlichen 200 µl SOC-Medium 
resuspendiert. Von der Zellsuspension wurden 25 µl bis 50 µl auf einer LB-Platte mit Ampicillin 
(100 µg/ml) ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert.  
 
SOC-Medium   2 % (w/v) Pepton 
     0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
     10 mM NaCl 
     25 mM KCl 
     20 mM Glukose 
     10 mM MgCl2 x 6 H2O 
     10 mM MgSO4 x 7 H2O 
 
Am nächsten Tag erfolgte eine optische Auswertung der Platten auf gewachsene Kolonien. Diese 
wurden auf einer Sekundärplatte (LBAmp) mittels steriler Spitze ausgestrichen und ca. 8 h bei 37 °C 
inkubiert. Für die Präparation der Plasmide (s. 2.3.6) wurde von dieser Sekundärplatte ein Kolben 
mit 5 ml LB-Medium mit Ampicillin beimpft und über Nacht im Schüttelinkubator bei 37 °C 
inkubiert.  
 
2.3.11  Transformation von S. cerevisiae  
2.3.11.1 Transformation von S. cerevisiae mit Plasmiden 
Das Einbringen der Plasmide in die Hefe erfolgte mit einer modifizierten Lithiumacetat-Methode 
nach Gietz und Woods (2002). Diese beruht auf dem Prinzip, dass die Behandlung mit alkalischen 
Kationen die Hefezellen für die Aufnahme von DNA kompetent machen.  
 
Es wurden 10 ml YPD-Medium mit S. cerevisiae beimpft und 3 h bei 30 °C unter Schütteln 
inkubiert. Von dieser Kultur wurden je Transformation 2 ml abgenommen und bei 3.500 x g und 
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bei 4 °C für 5 min zentrifugiert. Die Zellen wurden jeweils einmal mit 1 ml eiskaltem ddH2O und 
1 ml eiskaltem Lithiumacetat (100 mM) gewaschen. Danach wurden der Reihe nac 
h die Komponenten des Transformationsansatzes zu dem Zellpellet gegeben. 
 
  240 µl eiskaltes Polyethylenglykol 3350 (50 % (v/v)) 
  36 µl eiskalte Lithiumacetat-Lösung (1 M) 
10 µl einzelsträngige DNA (ssDNA aus Heringssperma, 10 mg/ml) 
  ca. 1 µg Plasmid-DNA (in 50 µl ddH2O) 
 
Der Ansatz wurde durch Vortexen gut gemischt und 30 min bei 30 °C und 20 min bei 42 °C 
inkubiert. Danach erfolgte eine Zentrifugation bei 3.500 x g für 5 min. Im Anschluss wurde das 
Zellpellet in 100 µl ddH2O resuspendiert und das gesamte Volumen auf eine Agarplatte mit 
Minimalmedium und entsprechenden Supplementen zur Selektion ausplattiert. Es erfolgte eine 
Inkubation für 2-3 Tage bei 30 °C. 
2.3.11.2 Transformation zur DNA-Integration in das Genom von S. cerevisiae 
Die Transformation erfolgte wie bereits unter 2.3.11.1 beschrieben. Abweichend davon wurden 
für den Transformationsansatz 25 µl ss DNA und 5 µg PCR-Produkt eingesetzt. Bei der 
Integration von Konstrukten mit einer HIS3MX6-Kassette wurde das Pellet nach der Inkubation 
und Zentrifugation in 100 µl ddH2O resuspendiert und auf Minimalmedium ohne den Zusatz von 
Histidin aufgebracht. Beim Einsatz von Integrationskassetten mit Antibiotikaresistenz zur 
Selektion (Tab. 25) wurde das Pellet in 5 ml YPD resuspendiert und die transformierten Zellen für 
3 h bei 30 °C unter Schütteln inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in 100 µl 
ddH2O aufgenommen und das gesamte Volumen auf eine YPD-Platte mit entsprechendem 
Antibiotikazusatz ausplattiert. Es erfolgte eine Inkubation bei 30 °C für 2 bis 3 Tage. 
Tabelle 25: Zur Selektion verwendete Resistenzkassetten und entsprechende Antibiotika 
Integrationskassette Selektion durch 
natMX6 Nourseothricin (clonNAT) 
bleMX6 Bleomycin 
hphMX6 Hygromycin B 
 
Durch Subkultivierung auf Minimalmedium oder YPD ohne bzw. mit entsprechenden Zusätzen 
an Aminosäuren bzw. Antibiotika konnte über eine einfache Wachstumstestung die erfolgreiche 
Transformation verifiziert werden. 
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2.3.12  Sequenzierung 
Die Sequenzierung erfolgte durch die Firma Eurofins Genomics GmbH mittels Cycle Sequencing-
Technik, einer modifizierten Methode der Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977). Dazu 
wurden die Proben nach den entsprechenden Vorgaben angesetzt und zur Sequenzierung gegeben. 
Für die Sequenzierung von Plasmiden enthielt der Ansatz 15 µl Plasmid-DNA (50-100 ng/µl) und 
2 µl Sequenzierprimer (10 pmol/µl). Für die Sequenzierung von PCR-Produkten wurden 15 µl 
PCR-Produkt (10 ng/µl) mit 2 µl Sequenzierprimer (10 pmol/l) versetzt.  
 
2.4 Biochemische Methoden 
2.4.1  Proteinisolation 
Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3.500 x g für 5 min bei RT geerntet. Das Pellet wurde 
zunächst einmal mit dH2O gewaschen, danach in 500 µl MTE-Puffer resuspendiert und das 
gesamte Volumen in ein neues Reaktionsgefäß mit 400 µl Glasperlen überführt. Es erfolgte ein 
mechanischer Zellaufschluss unter Verwendung der Schwingmühle (Retsch) für 5 min bei 
30.000 Hz und 4 °C. Danach wurden die Reaktionsgefäße zur Sedimentation der Glasperlen auf 
Eis gestellt. Der Überstand wurde quantitativ in ein neues 1,5 ml-Gefäß überführt und für 3 min 
bei 3.500 x g bei 4 °C zentrifugiert. Im Anschluss wurde dieser Überstand wiederum in ein neues 
1,5 ml-Reaktionsgefäß Gefäß pipettiert (Gesamtprotein).  
 
MTE-Puffer  560 mM Mannitol 
    20 mM TRIS/HCl, pH 7,6 
    1 mM EDTA, pH 8 
    1 mM AEBSF (frisch dazugeben) 
    1x PI-Mix (frisch dazugeben) 
 
2.4.2  Bestimmung Proteinkonzentration 
Die Bestimmung der Konzentration der isolierten Gesamtproteinkonzentration erfolgte mittels 
„DCTM Protein Assay“ der Firma BioRad. Dafür wurde mittels BSA eine Eichkurve erstellt. 
Für die Messung der Proben wurden 145 µl dH2O, 5 µl Probe, 75 µl Lösung A (Luminol) und 
600 µl Lösung B (Peroxidlösung) zusammenpipettiert und 15 min im Dunkeln inkubiert. Die 
Absorption wurde bei 655 nm mittels Photometer gemessen. Als Leerwert wurde dH2O 
mitgeführt. Über die Regressionsgerade einer BSA-Eichkurve konnte die Konzentration berechnet 
werden. 
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2.4.3 SDS-PAGE 
Mittels diskontinuierlicher Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen wurden die 
Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt (Ornstein, 1964). Die Auftrennung erfolgte in 
12 %-igen Trenngelen und 4 %-igen Sammelgelen in vertikalen Doppelgelkammern (PerfectBlue 
TwinS bzw. TwinExW S, Peqlab) bei 15 mM pro Gel mit 80 V im Sammelgel und 120 V im 
Trenngel. Zur Vorbereitung der Proben für die SDS-PAGE wurden diese mit dH2O und 4 µl 6x 
Lämmli-Ladepuffer (mit 100 mM DTT) versetzt und 5 min bei 95 °C denaturiert. Als Marker 
diente der Page Ruler Plus Prestained (Thermo Fisher Scientific). 
Tabelle 26: Zusammensetzung der eingesetzten Gele für die SDS-PAGE 
 Trenngel (15 %) Sammelgel (4 %) 
30 % Acrylamid-Lösung 2,5 ml 0,65 ml 
dH2O 1,175 ml 3,05 ml 
Puffer 1,25 ml Trenngelpuffer 1,25 ml Sammelgelpuffer 
10 % (v/v) SDS 50 µl 50 µl 
10 % (v/v) APS 25 µl 25 µl 
TEMED (frisch angesetzt) 2,5 µl 5 µl  
 
Trenngelpuffer 1,5 M TRIS/HCl, pH 8,8 
Sammelgelpuffer 0,5 M TRIS/HCl, pH 6,8 
 
6x Lämmli-Puffer 300 mM TRIS/HCl, pH 6,8 
10 % (v/v) SDS 
30 % (v/v) Glycerin (87%) 
0,1 % (w/v) Bromphenolblau 
100 mM DTT (frisch dazugegeben) 
 
2.4.4 Western-Blot 
Mittels semi-dry Western-Blot (PerfectBlue, Peqlab) erfolgte ein Transfer der Proteine aus dem 
Gel auf eine PVDF-Membran (Porengröße: 0,45 µm, Millipore). Dazu wurden zuerst das SDS-
Gel, Filterpapier und auch die Membran, nach Aktivierung durch Schwenken in Methanol, in 
Transferpuffer äquilibriert. Im Anschluss wurde der Blot bestehend aus vier Filterpapieren, Gel, 
Membran und weiteren vier Filterpapieren in der Apparatur aufgebaut. 
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Transferpuffer  192 mM Glycin 
25 mM TRIS 
20 % (v/v) Methanol 
0,01 % (w/v) SDS 
 
Der Transfer erfolgte für 1 h bei 25 V. Die maximale Stromstärke wurde anhand folgender Formel 
berechnet: Stromstärke [mA] = Fläche [cm²] x 1,5 [mA] x Anzahl Gele. 
Im Anschluss wurde die Membran auf Filterpapier getrocknet, das SDS-Gel 30 min in Fixierlösung 
inkubiert und die Proteine danach mittels Coomassie® angefärbt bis deutliche Banden zu sehen 
waren. 
 
Fixierlösung  10 % (v/v) Essigsäure 
   40 % (v/v) Ethanol 
 
Färbelösung  45% (v/v) Methanol 
   10% (v/v) Essigsäure 
   0,2% (w/v) Coomassie Blue 
 
Kolloidale Coomassie®-Brilliantblau-Färbelösung 0,8 g/l Coomassie® Brilliant Blau G250 
80 g/l Ammoniumsulfat  
0,82 % (v/v) ortho-Phosphorsäure  
20 % (v/v) Methanol 
 
2.4.5 Immundetektion 
Der immunologische Nachweis von tRFP erfolgte durch den Einsatz HRP-gekoppelter 
Antikörper. Die getrocknete PVDF-Membran wurde durch Schwenken in Methanol aktiviert und 
mit TBS-T-Puffer gespült. Danach erfolgte zur Vermeidung unspezifischer Bindungen eine 
Blockierung der Membran durch Inkubation in Magermilch (5 % Magermilchpulver in TBS-T) 
über Nacht bei 4 °C bzw. 1 h bei RT. 
 
TBS-T-Puffer  20 mM TRIS/HCl, pH 7,6 
   137 mM NaCl 
   0,1 % (v/v) Tween 20 
 
Die Membran wurde unter Schwenken für 1 h mit dem Primärantikörper (anti-tRFP, Evrogen, 
rabbit, Verdünnung 1:5.000 in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T) inkubiert.  
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Danach wurde die Membran einmal mit TBS-T-Puffer gespült und 2-mal für 5 min mit diesem 
Puffer gewaschen. Der Sekundärantikörper (ECL Rabbit IgG, HRP-konjugiert, GE Healthcare) 
wurde ebenfalls in einer Verdünnung von 1:5.000 in 5 % (w/v) Magermilchpulver in TBS-T 
eingesetzt und die Membran darin für 30 min inkubiert. Im Anschluss wurde die Membran gespült 
und 2-mal 5 min mit TBS-T-Puffer gewaschen. Die Detektion erfolgte mittels „AmershamTM 
ECLTM Prime Western Blotting Detection Reagent“ (GE Healthcare) nach Angaben des Herstellers 
in der Dunkelkammer. 
 
2.4.6  Stripping 
Zur Entfernung gebundener Antikörper von der Membran zur erneuten Detektion mittels 
Antikörper wurde die Membran für 30 min bei 55 °C unter leichtem Schwenken in Stripping-
Puffer inkubiert. 
 
Stripping-Puffer 62,5 mM TRIS/HCl, pH 6,7 
    2 % (w/v) SDS 
    100 mM β-Mercaptoethanol (frisch dazugeben) 
 
2.5 Quantitative Wachstumsuntersuchungen 
Das Wachstum der Hefezellen wurde mit einem Plattenreader (NEPHELOstar, BMG LABTECH 
GmbH) aufgenommen. Dabei werden Partikel in flüssigen Proben durch die Messung des vorwärts 
gestreuten Lichtes detektiert (Angabe des Herstellers). Die Intensität des gestreuten Lichtes wird 
als Funktion der Partikelkonzentration dargestellt (Hipler et al., 2003). In der Regel erfolgte eine 
ü.N.-Vorkultur der Zellen in flüssigem Medium. Von dieser wurde die optische Dichte bei 600 nm 
bestimmt. Allgemein gilt, dass eine OD600 von 0,1 einer Zellzahl von 1 x 10
6 Hefezellen/ml 
entspricht (Freese et al., 1982). Aus diesem Verhältnis wurde die Zellzahl der Probe berechnet. Im 
Test wurde eine Zellsuspension mit 2,5 x 107 Zellen/ml eingesetzt. 200 µl Medium pro Well 
wurden in einer durchsichtigen 96-Well-Platte (Polystyren, flacher Boden, Laborfachhandel Dr. 
Schubert) vorgelegt und 8 µl einer Zellsuspension mit 2,5 x 107 Zellen/ml zugegeben (entspricht 
2 x 105 Zellen). Die Platte wurde mittels Breathe-Easy-Membran (Diversified Biotech) verschlossen 
und im Nephelometer bei 30 °C inkubiert. Alle 30 min erfolgte die Bestimmung der Lichtstreuung 
als Maß für die Zelldichte (Laserdiode, 635 nm). 
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Tabelle 27: Einstellungen für die Wachstumsanalyse mittels NEPHELOstar 
General settings  
       No. of cycles 100 
       measurement time/ well 0,10 s 
       positioning delay 0,1 
       reading horizontal 
Gain and laser settings  
       gain 80 
       laser beam focus 2.00 
Calculation  
       start cycle 1 
       stop cycle  100 
Shaking orbital 
       with 3 mm (→ 170 rpm) 
 
2.6 Fluoreszenzmessungen  
Durch Fluoreszenzmessungen wurde die Expression des Reportergens tRFP ohne und mit der 
Zugabe von Essigsäure zum Medium analysiert.  
2.6.1  Fluoreszenzmessungen mittels Mikroplattenreader  
Die Messungen erfolgten im Mikroplattenreader FLUOstar OPTIMA (BMG LABTECH GmbH) 
bzw. TECAN infinite M200 (pro) (TECAN) bei 30 °C. Dabei wurden jeweils parallel Fluoreszenz 
und Absorption gemessen. Zur Minimierung der Lichtstreuung in benachbarte Wells erfolgte der 
Einsatz von schwarzen 96-Well-Platten mit transparentem Boden (BRANDplates pureGradeTM s, 
BRAND). Jede Messung erfolgte in drei unabhängigen biologischen Replikaten. Zusätzlich wurden 
für jede Probe zwei bis drei technische Replikate auf eine Platte aufgebracht (Ullah et al., 2013). 
Von einer Vorkultur wurde mittels Photometer die optische Dichte bei 600 nm bestimmt. Unter 
Annahme, dass eine OD600 von 1 einer Zellzahl von 1 x 10
7 Hefezellen/ml entspricht (Freese et al., 
1982) wurde die Zellzahl der Probe bestimmt. Um die 96-Well-Platte mit einer OD von 0,1 zu 
beimpfen, wurden zu 200 µl Medium 8 µl einer Suspension mit 2,5 x 107 Zellen/ml (entspricht 
2 x 105 Zellen) pipettiert.  
Die Absorption wurde im FLUOstar OPTIMA bei einer Wellenlänge von 595 nm gemessen, für 
die Ermittlung der Fluoreszenz wurden nachfolgende Einstellungen gewählt. 
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Tabelle 28: Einstellungen für die Fluoreszenzanalyse mittels FLUOstar OPTIMA 
Basic parameters  
    General settings  
        positioning delay 0,1 s 
        No. of flashes per Well 15 
    Optic Top 
    Filter settings  
        Extinction 550-10 
        Emission 590 
        Gain 2000 
    Orbital/ Averaging  
        on Diameter 3 
Shaking  
        Mode orbital 
        shaking with 3 mm (→ 200 rpm) 
        additional shaking before plate reading 
 
Für die Messungen mittels TECAN infinite M200 (pro) wurden folgende Einstellungen gewählt: 
Tabelle 29: Einstellungen für die Fluoreszenzanalyse mittels TECAN infinite M200 (pro) 
Plate Brandt 96 Flat Black 
Temperature 30 °C, Wait for temperature (Min. 29,5 °C; Max. 30,5 °C) 
Kinetic Cycle No. of cycles: 60, Kinetic interval: 30 min 
Shaking Duration: 5, Amplitude: 3, Mode: orbital 
Absorbance Wavelength: 600 nm (9), No. of reads: 25, Settle time: 0 ms 
Shaking Duration: 5, Amplitude: 3, Mode: orbital 
Fluorescence intensity Wavelength: Ex. 553 nm (9), Em. 587 nm (20) 
No. of reads: 25, Settle time: 0 ms, Mode: bottom 
Integration: Lag time: 0 µs, Integration time: 40 µs 
Gain: Manual gain: 110 
Multiple reads per well, Type: Square (filled), Size: 2x2, 
Border: 750 µm 
 
Material und Methoden 
54 
2.6.2  Fluoreszenzmessungen mittels Durchflusszytometrie 
Zur Charakterisierung generierter Ganzzellsensoren auf zellulärer Ebene erfolgten 
durchflusszytometrische Messungen mittels CyFlow SL (Sysmex Partec GmbH).  
Ziel war es hierbei, eine Aussage zur Verteilung der Fluoreszenz innerhalb der Zellpopulation zu 
erhalten (= Einzelzellanalyse). Pro Messung wurden von 20.000 Zellen die Größe 
(Vorwärtsstreulicht, FSC), die Granularität (Seitwärtsstreulicht, SSC) und die Fluoreszenz (rot, 
FL2) erfasst. Die Durchflussrate betrug 100-200 Hefezellen/s. 
Die Anregung erfolgte durch einen blauen Festkörperlaser mit einer Leistung von 20 mW bei einer 
Wellenlänge von 488 nm. Zur Detektion der roten Fluoreszenz diente ein Bandpassfilter 
(590/50 nm). 
Tabelle 30: Einstellungen für die Fluoreszenzanalyse mittels CyFlow SL 
Parameter Gain Amplifikation Lower-Limit (L-L) Upper-Limit (U-L) 
FSC 100 log 4 36 999,9 
SSC 200 log 4 10 999,9 
FL2 500 log 3 10 999,9 
 
Vorbereitung der Zellen für die durchflusszytometrische Analyse 
Ethanol-Fixierung 
Für die Fixierung der Zellen in Ethanol wurden von einer Kultur zu einem bestimmten Zeitpunkt 
1 ml Zellsuspension entnommen und in ein Reaktionsgefäß pipettiert. Die Zellen wurden bei 
3.500 x g für 5 min bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit 1 ml 
ddH2O gewaschen. Nach erneutem Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet in 300 µl ddH2O 
resuspendiert. Danach erfolgte tropfenweise die Zugabe von 700 µl eiskaltem 100%-igem Ethanol. 
Die Fixierung erfolgte bei -20 °C für mindestens 12 h.  
Rehydratisierung der Ethanol-fixierten Zellen 
Die fixierten Zellen wurden durch Zentrifugation bei 3.500 x g für 5 min bei 4 °C geerntet. Nach 
Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet in 1 ml PBS gewaschen und nach erneuter 
Zentrifugation in 500 µl PBS resuspendiert. Es erfolgte eine Inkubation über Nacht im Rotator bei 
4 °C.  
Ultraschallbehandlung der Ethanol-fixierten Zellen 
Zur Vereinzelung der Zellen wurden diese auf Eis für 30 s mit Ultraschall behandelt (50 % Cycle, 
max. Leistung 70 %). 
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2.7 Sporulation 
Zur Erzeugung einer Doppeldeletionsmutanten wurden mittels Tetradenanalyse einzelne Sporen 
auf die gewünschten Eigenschaften hin untersucht. Daneben wurden Sporen, als Dauerformen der 
Hefezellen, auf ihre Eignung zur Langzeitlagerung von Ganzzellsensoren hin getestet. 
2.7.1  Kreuzung haploider Zellen zur Erzeugung diploider Zellen 
Zur Erzeugung diploider Hefezellen wurde frisches Zellmaterial von zwei haploiden Stämmen mit 
entgegengesetztem Paarungstyp in 200 µl dH2O vermischt. 50 µl der Zellsuspension wurden auf 
eine YPD-Platte getropft und über Nacht bei 30 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine Selektion 
der diploiden Zellen auf Minimalmediumplatten mit entsprechenden Zusätzen der benötigten 
Aminosäuren, jedoch ohne Methionin und Lysin. Die Auxotrophie für diese Aminosäuren wurde 
durch die Kreuzung mit dem jeweils anderen Stamm komplementiert.  
2.7.2  Sporulation der diploiden Zellen 
Die diploiden Zellen, welche zur Sporulation gebracht werden sollten, wurden in Vollmedium über 
Nacht bei 25 °C kultiviert. Durch Zentrifugation bei 1.200 x g für 5 min bei RT erfolgte die Ernte 
der Zellen. Danach wurden die Zellen 2-mal mit sterilen dH2O und einmal mit 
Sporulationsmedium gewaschen. Das Pellet wurde in Sporulationsmedium aufgenommen und 
resuspendiert. Die Zellen wurden zum Sporulieren gebracht, indem sie unter Schütteln bei 25 °C 
für 4 bis 5 Tage inkubiert wurden. Mittels Mikroskopie erfolgte eine Kontrolle auf Tetraden (Asci). 
 
Sporulationsmedium 1% (w/v) Kaliumacetat-Lsg.  
mit entsprechenden Zusätzen an Aminosäuren 
 
2.7.3  Zufällige Sporenanalyse (Random Spore Analysis) 
2.7.3.1 Anreicherung von Ascosporen und Abtötung vegetativer Zellen 
Die flüssige Sporulationskultur mit mikroskopisch sichtbaren Tetraden wurde bei 1.200 x g für 
5 min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen einmal mit sterilem dH2O gewaschen. Zur Abtötung 
der verbliebenen vegetativen Zellen und Anreicherung der Sporen erfolgte eine Inkubation in 
30 %-igem Ethanol für 30 min bei RT. Nach dem Waschen mit sterilem dH2O wurde der Ansatz 
mit Zymolyase 20 T-Lösung (Seikagaku Biobusiness, ~ 250 U/ml in 1 M Sorbitol) für 30 min bei 
30 °C inkubiert. Bei der Zymolyase handelt es sich um ein Gemisch zellwandabbauender Enzyme. 
Die Hauptkomponenten sind β-1,3 Glukanlaminaripentaohydrolase und β-1,3 Glukanase 
(Kitamura et al., 1974). Durch diese Behandlung wird die Ascuswand zerstört und die einzelnen 
Sporen freigesetzt (Sherman, 2002). Der Aufbau der Sporenwand mit der für die Spore spezifischen 
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Chitosan- und Dityrosinschicht unterscheidet sich von dem der vegetativen Zellwand bzw. der 
Ascuswand, weswegen diese bei dieser Behandlung unbeeinflusst bleibt (Neiman, 2005). 
Nach erneutem Waschen mit sterilem dH2O wurde das Pellet in PBS resuspendiert und aliquotiert. 
Zur Untersuchung der Langzeitstabilität erfolgte die Lagerung bei verschiedenen Temperaturen 
(RT, 4 °C, -20 °C, -80 °C) in Lösung oder als Pellet. 
2.7.3.2 Reaktivierung der Zellen aus Sporen 
Eine Reaktivierung der Hefen aus den Sporen erfolgte zu bestimmten Zeitpunkten (zwischen 1 
Tag und 6 Monaten) durch Aufbringen der Sporensuspension auf festes YPD-Medium. Zur 
besseren Beurteilung des Wachstums der Hefezellen nach Reaktivierung aus Sporen wurde in PBS 
eine Verdünnungsreihe hergestellt und 20 µl pro Verdünnungsstufe auf die Platte getropft. In der 
Regel waren nach 1 bis 3 Tagen Inkubation bei 30 °C deutliche Kolonien zu sehen. Nach 
Subkultivierung eines Gemischs mehrerer Kolonien auf YPD um genügend Ausgangmaterial zu 
erhalten, wurde die Fluoreszenz der Population mittels FLUOstar OPTIMA untersucht (s. 2.6.1). 
2.7.4  Tetradenanalyse 
Zur Analyse der Tetraden mittels Mikromanipulation wurden 100 µl einer Sporulationskultur (s. 
2.7.2) durch Zentrifugation bei 1.200 x g für 5 min geerntet. Die Zellen wurden einmal mit sterilem 
dH2O gewaschen. Nach Resuspendierung in 100 µl dH2O erfolgte die Zugabe einer Pipettenspitze 
Zymolyase 20-T (Seikagaku Biobusiness). Der Ansatz wurde für 9 min bei 30 °C und 800 rpm 
inkubiert. Nach dem partiellen Verdau der Ascushülle wurden 30 µl Zellsuspension auf eine YPD-
Platte gebracht und die vier Sporen einer Tetrade mittels Mikromanipulator (Singer MSM System) 
separiert. Doppeldeletionsmutanten wurden über die Kanamycin-Resistenz unter Verwendung von 
G418 (Endkonzentration 0,5 mg/ml) selektiert und das Ergebnis mit Hilfe einer diagnostischen 
PCR validiert (s. 2.3.3.2). 
 
2.8 Amplifikation des Signals mittels Hefe-Pheromonsystem 
Für die Untersuchung der Verstärkung des Fluoreszenzsignals mittels Hefe-Pheromonsystem 
wurden S. cerevisiae-Zellen mit geeigneten Reportergenkonstrukten wie unter 2.3.11.1 beschrieben 
transformiert. Sensorzellen (transformiert mit dem Plasmid p426-YGP1-MFα1) detektieren das 
Vorhandensein von Essigsäure und schütten als Reaktion α-Faktor in das Medium aus. Durch 
Bindung des Signalmoleküls an Rezeptoren der Reporterzellen (transformiert mit dem Plasmid 
p246-FIG1-tRFP) wird eine Signalkaskade ausgelöst, in deren Ergebnis ein rotes Fluoreszenzsignal 
erzeugt wird. 
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Sensor- und Reporterzellen wurden in einem Verhältnis von 1:10 in einem Kolben bei 30 °C unter 
Schütteln kokultiviert. Von einer ü.N.-Vorkultur wurde die optische Dichte bei 600 nm gemessen 
und dementsprechend die Start-OD für beide Zelltypen auf 1 eingestellt. Zu definierten 
Zeitpunkten erfolgte eine Probenahme. Dazu wurden 200 µl/Well in Dreifachbestimmung in eine 
schwarze 96-Well-Platte mit transparentem Boden (Brandt) pipettiert. Mittels Mikroplatten-Reader 
TECAN infinite M200 pro (TECAN) wurden die Absorption bei 600 nm und die Fluoreszenz bei 
553/587 nm (Gain 110) aufgenommen (s. 2.6.1). 
 
2.9 Bestimmung des intrazellulären pH-Wertes mittels pHluorin 
Zellen vom Typ S.c. BY4742 wurden mit dem Plasmid pYES-PACT1-pHluorin transformiert (s. 
2.3.11.1). Für jede Messung erfolgte eine in-situ-Kalibrierung. Der untransformierte Wildtypstamm 
S.c. BY4742 wurde zur Subtraktion der Hintergrundfluoreszenz mitgeführt (Orij et al., 2009). Von 
einer Vorkultur in MM4 ohne bzw. mit der Zugabe von Essigsäure wurde die OD600 bestimmt und 
auf eine optische Dichte von 1 eingestellt. Von diesem Ansatz wurden 2 ml bei 3.500 x g für 5 min 
zentrifugiert und das Pellet in 200 µl Digitonin-Lösung (100 µg/ml PBS) resuspendiert. Es erfolgte 
eine Inkubation bei RT für 10 min. Nach der Zugabe von 800 µl PBS erfolgte eine erneute 
Zentrifugation. Das Pellet wurde in PBS aufgenommen, die optische Dichte bei 600 nm bestimmt 
und auf 0,5 eingestellt. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte bei einer Emission von 512 nm und 
zwei verschiedenen Extinktionswellenlängen von 390 nm bzw. 470 nm in einer schwarzen 96-
Well-Platte mit transparentem Boden (Brandt) mittels TECAN infinite M200 pro (TECAN). Für 
die in-situ-Kalibrierung erfolgte dies in Zitronensäure-Phosphat-Puffer (Tab. 31), für die zu 
messenden Proben bzw. den Wildtyp in ddH2O. 
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Tabelle 31: Zitronensäure-Phosphatpuffer zur in-situ-pHluorin-Kalibrierung 
pH x ml 0,1 M C6H8O7 x H2O x ml 0,2 M Na2HPO4 
4,0 6,145 3,855 
4,4 5,590 4,410 
4,8 5,070 4,930 
5,2 4,640 5,360 
5,6 4,200 5,800 
6,0 3,685 6,315 
6,4 3,075 6,925 
6,8 2,275 7,725 
7,2 1,305 8,695 
7,6 0,635 9,365 
7,8 0,430 9,570 
 
Nach der Normierung der Fluoreszenz auf die OD600 von 1 wurde das Signal für den 
Wildtypstamm subtrahiert und im Anschluss das Verhältnis der Fluoreszenzsignale bei 390 nm und 
470 nm, den beiden Extinktionsmaxima des eingesetzten Fluoreszenzproteins, bestimmt. Durch 
Auftragung des pH-Wertes gegen das Verhältnis der Fluoreszenzsignale wurde eine Standardkurve 
generiert, mit deren Hilfe der intrazelluläre pH-Wert der Probe bestimmt werden konnte.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Generierung von plasmidbasierten Hefe-Ganzzellsensoren für Essigsäure 
3.1.1  Strategie 
Hefezellen sind in der Lage, eine Vielzahl verschiedener Moleküle in ihrer Umwelt wahrzunehmen. 
Dabei kommt es direkt oder über spezifische Signaltransduktionswege zu einer Aktivierung 
bestimmter Transkriptionsfaktoren (TF). Diese lagern sich an 5`-regulatorische Bereiche von 
Genen (Promotoren) an, die über mindestens ein für den TF responsives Element verfügen. Als 
responsives Element wird eine kurze Nukleotidsequenz im Bereich des Promotors bezeichnet, an 
die der TF bindet.  
Durch die Bindung des TF an den Promotor wird die Transkription des in der Regel downstream 
liegenden offenen Leserahmens (ORF, Protein-kodierender Bereich), im Vergleich zur basalen 
Transkription, stark erhöht (Gui et al., 2017; Gutiérrez et al., 2015). 
Ziel dieser Arbeit war die Generierung von Ganzzellsensoren für die Detektion von Essigsäure. 
Aus diesem Grund wurden Essigsäure-spezifische Promotoren vor den kodierenden Genbereich 
für ein rot-fluoreszierendes Protein (tRFP) gesetzt (Reportergenkonstrukt, Abb. 6). Als 
Vektorgrundlage diente der high copy-Vektor p426 (Mumberg et al., 1995). Nach Transformation der 
Hefezellen mit dem erzeugten Essigsäure-spezifischen Reportergenkonstrukt sollten die so 
generierten rekombinanten Hefen in Anwesenheit des Analyten rot fluoreszieren. 
 
 
Abbildung 6: Schematische Darstellung vektorkodierter Reportergenkonstrukte. Die in dieser Arbeit 
generierten high copy-Vektoren wurden vom Ursprungsvektor p426-GPD abgeleitet. Als 
Replikationsursprung in S. cerevisiae diente der 2 µ origin. Durch das AmpR-Gen, das Ampicillin-Resistenz 
vermittelt, können plasmidtragende E. coli-Bakterien selektiert werden. Über den Selektionsmarker URA3 
können Uracil-auxotrophe-Hefen hinsichtlich einer Vektoraufnahme selektiert werden. 
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3.1.2  Identifikation von spezifisch durch Essigsäure modulierten Promotoren 
Der TF Haa1p reguliert direkt oder indirekt ca. 80 % der Gene, deren Expression durch Essigsäure 
induziert wird (Mira et al., 2010a). Diese Gene kodieren hauptsächlich für Proteine, die an der 
Aufnahme von Essigsäure bzw. der Abgabe von dissoziierten Ionen beteiligt sind.  
Das HAA1-kodierte Protein wurde 2001 von Keller und Kollegen als Homolog zu dem durch 
Kupfer aktivierten Transkriptionsfaktor Ace1p beschrieben. Ein geschwindigkeitsbestimmender 
Schritt bei der Reaktion der Hefezelle auf das Vorhandensein von Essigsäure im Medium, ist die 
Translokalisation des TF in den Zellkern. 
Mira und Kollegen (2011) untersuchten die Promotorregionen von 85 Genen, deren Expression 
Haa1p-abhängig von Essigsäure aktiviert wird. Bei ca. 55 % der Gene, z.B. YGP1, TOS3, TPO2, 
SPI1, TPO3 und PHM8, konnte mindestens eine Kopie des minimalen HRE-Motivs (Haa1p-
responsives Element) 5`-(G/C)(A/C)GG(G/C)G-3` im Promotorbereich identifiziert werden. Die 
genannten Gene werden als direkte Ziele des TF angesehen (Mira et al., 2011). Durch eigene 
Analysen der Promotorregionen konnte das Vorhandensein von mindestens einem HRE-Motiv 
bestätigt werden (Tab. 32, Promotorsequenzen im Anhang). 
In einem Haa1p-überexprimierenden Stamm war die Expression der beiden Gene YRO2 und 
YGP1 30- bis 40-fach hochreguliert (Tanaka et al., 2012). Sugiyama et al. (2014) beobachteten 
ebenfalls ein hohes Transkriptionslevel der Haa1p-Zielgene, wie YGP1 und SPI1, in einem HAA1-
überexprimierenden Stamm.  
In Δhaa1-Zellen ist die Expression von TPO2 und YRO2 deutlich, von PHM8 und YGP1 nur 
schwach verringert. Keller et al. (2001) beobachteten beispielsweise für TPO2 und YRO2 eine 10- 
bzw. 8-fach reduzierte Expression beim Vergleich zum Wildtyp. Beide Gene sind direkte Ziele des 
TF Haa1p.
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Tabelle 32: Übersicht der ausgewählten 5`-regulatorischen Bereiche hinsichtlich der Reaktion auf Essigsäure. Die Expression aller Gene wird durch den 
Transkriptionsfaktor Haa1p moduliert. Die 5`-regulatorischen Bereiche enthalten mindestens eine Kopie des minimalen HRE-Motivs 5`-(G/C)(A/C)GG(G/C)G-3` 
nach Mira et al. (2010a). Durch einen * gekennzeichnet ist das Verhältnis (mRNA WT)Essigsäure/(mRNA WT)Kontrolle 30 min nach Zugabe von 50 mM Essigsäure zu Medium 
pH 4 nach Mira et al. (2010b). Die Größe der zu testenden Promotorbereiche wurde auf 1000 bp 5`-seitig des Transkriptionsstartpunktes festgelegt. Liegt in diesem 
Bereich ein weiterer kodierender Genbereich, wurde der 5`-regulatorische Bereich entsprechend kürzer gewählt. 
Gen Funktion Protein Anzahl 
HREs 
Genexpression (x-fach)* 
 
Literatur Größe eingesetzter 
Promotorbereich 
PHM8 Phosphatase 5 15,67 Fernandes et al. (2005); 
Mira et al. (2010b, 2011); 
Reddy et al. (2008) 
1000 bp 
SPI1 säureinduzierte 
Umgestaltung der 
Zellwand 
2 5,12 Fernandes et al. (2005); 
Mira et al., (2010a, 2010b); 
Simoes et al. (2006); Sugiyama et al. (2014) 
923 bp 
TOS3 Proteinkinase  2 5,73 Casamayor et al. (2012); Elbing et al. (2006); 
Mira et al. (2010b); Sakihama et al. (2015) 
1000 bp 
TPO2 Transporter in der 
Plasmamembran, 
Export von 
Acetationen 
4 14,90 Fernandes et al. (2005); Keller et al. (2001); 
Mira et al. (2010a, 2010b); 
Tanaka et al. (2012) 
1000 bp 
TPO3 1 4,80 Fernandes et al. (2005); Mira et al. (2010a, 
2010b, 2011); Tanaka et al. (2012) 
805 bp 
YGP1 säureinduzierte 
Remodellierung der 
Zellwandstruktur 
2 3,04 Fernandes et al. (2005); 
Mira et al. (2010a, 2010b); 
Sakihama et al. (2015); Tanaka et al. (2012) 
1000 bp 
YLR194c unbekannt 1 keine Angabe Caro et al. (1997); Elsztein et al. (2016); 
Garcia et al. (2004); Hu et al. (2007) 
363 bp 
YRO2 unbekannt - 11,11 Keller et al. (2001); Mira et al. (2010b); 
Takabatake et al. (2015); Tanaka et al. (2012) 
1000 bp 
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Anhand von Literaturrecherchen und Microarray-Daten wurden acht Gene, deren Expression in 
Anwesenheit von Essigsäure verändert wird, für die weitere Arbeit ausgewählt, (Tab. 1). Es wurden 
Reportergenkonstrukte mit den Promotoren von YGP1, TPO2, TPO3, PHM8, SPI1, YRO1, TOS3 
und YLR194c für die Detektion von Essigsäure generiert. Der 5`-regulatorische Bereich von PHM8 
besitzt fünf HREs, der von TPO2 vier. Mira et al. (2010) konnten signifikant gesteigerte 
Transkriptionslevel der Gene durch die Zugabe von Essigsäure beobachten (PHM8: 15,67-fach, 
TPO2: 14,9-fach). Die Transkription von YRO2 war mehr als 11-fach hochreguliert. In der 
Promotorregion des Gens befindet sich jedoch kein HRE. Es muss also eine indirekte Aktivierung 
der Transkription durch andere TF erfolgen. Über jeweils zwei HREs verfügen die 5`-
regulatorischen Bereiche von YGP1, TOS3 und SPI1. Bei Zugabe von Essigsäure wurden diese 
Gene ca. 3-, 5,7- bzw. 5,1-fach hochreguliert (Mira et al., 2010b)(Tab. 32).  
 
3.1.3  Untersuchung der hergestellten plasmidbasierten Ganzzellsensoren 
Es erfolgte eine initiale Testung auf ein Ansprechen auf Essigsäure aller acht ausgesuchten 5`-
regulatorischen Bereiche. Die mit diesen Promotoren generierten Reportergenkonstrukte wurden 
unter Einsatz von Shuttlevektoren in S. cerevisiae BY4742 transformiert. Im Anschluss wurde der 
zeitliche Verlauf der durch die Essigsäure ausgelösten Fluoreszenzsignale mittels 
FLUOstar OPTIMA (s. Material und Methoden) über einen Zeitraum von zumeist 22 h 
aufgenommen. 
Alle Versuche erfolgten in Hefe-Minimalmedium mit einem pH-Wert von 4 (MM4). Dem Medium 
wurden in der Regel 5, 15 bzw. 30 mM Essigsäure zugegeben. Als Kontrolle wurde ein Ansatz 
ohne Essigsäure mitgeführt. Jede Messung erfolgte in zwei bis drei technischen Replikaten pro 
Platte und in drei biologisch unabhängigen Replikaten. Zur Eliminierung von 
Wachstumsunterschieden erfolgte eine Normierung der gemessenen Fluoreszenzsignale auf das 
Wachstum (relative Fluoreszenz). Über den Messzeitraum wurden im Mikroplattenreader durch 
Anregung mit 550 nm und 595 nm parallel Fluoreszenz und Absorption der Proben ermittelt.  
Beispielhaft sind in Abb. 7A die Ergebnisse für die Zugabe von 15 mM Essigsäure dargestellt.  
 
Beim Einsatz des Ganzzellsensors mit dem Reportergenkonstrukt mit dem 5`-regulatorischen 
Bereich von YLR194c wurde bei 15 mM Essigsäure im Medium über die Zeit ein konstantes 
Fluoreszenzsignal bei ca. 1.200 A.U. gemessen. Ein ähnliches Bild eines konstanten Signals, aber 
auf niedrigerem Niveau, zeigte sich bei den Konstrukten mit den Promotoren von SPI1 (~100-
200 A.U.) und PHM8 (~400-500 A.U.). 
Bei Untersuchung von S.c. BY4742 + p426-TPO3-tRFP konnte nach 12 h ein leichter Anstieg um 
ca. 200 A.U. verzeichnet werden. Bei Einsatz von Reportergenkonstrukten mit dem TOS3-
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Promotor stieg das Fluoreszenzsignal nach 4 h Inkubation kontinuierlich an und pegelte sich ab 
16 h bei ca. 1000 A.U. ein. Ein ähnlicher Verlauf wurde auch für Ganzzellsensoren mit 
Reportergenkonstrukten mit dem 5`-regulatorischen Bereich von YRO2 beobachtet. Nach 12 h 
Inkubation betrug das Fluoreszenzsignal ca. 900 A.U. und stieg weiter auf ca. 1.500 A.U. nach 22 h 
an. Im Gegensatz dazu stieg beim Einsatz des TPO2-Promotors bereits nach 8 h die Fluoreszenz 
über 1000 A.U.. Der Ganzzellsensor S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP zeigte sich im Verlauf der 
relativen Fluoreszenz ähnlich dem Sensor mit dem 5`-regulatorischen Bereich von TPO2. Nach 
ca. 4 h stieg das Fluoreszenzsignal kontinuierlich an und erreichte ab 16 h. ein konstantes Signal 
(Abb. 7A). Die Reportergenkonstukte mit den Promotoren von SPI1, PHM8 und YLR194c zeigten 
nur schwache Fluoreszenzsignale, bzw. es konnte kein durch Essigsäure induzierter Anstieg der 
relativen Fluoreszenzen beobachtet werden. Stärkere, vor allem aber ansteigende Signale bei 
Zugabe von Essigsäure wurden für die Ganzzellsensoren mit den Promotoren von TOS3, TPO3 
und YRO2 erhalten. Die höchsten relativen Fluoreszenzen wurden bei Einsatz der 
Reportergenkonstrukte mit den 5`-regulatorischen Bereichen von YGP1 und TPO2 detektiert. 
 
Zur Ermittlung inwieweit das Fluoreszenzsignal durch die Essigsäure induziert wird (Induktion des 
Fluoreszenzsignals) wurde nach der Normierung auf OD595 von 1 das Verhältnis von Behandlung 
(Zugabe von Essigsäure) zu Kontrolle (ohne Zugabe von Essigsäure) gebildet. Die Induktion für 
alle getesteten Reportergenkonstrukte nach 12 h Inkubation in Minimalmedium mit der Zugabe 
von 15 mM Essigsäure ist beispielhaft dargestellt (Abb. 7B). Bei Einsatz der 5`-regulatorischen 
Bereiche von TPO3, TOS3 und YLR194c konnten keine spezifisch durch Essigsäure ausgelöste 
Fluoreszenzsignale (Induktion nahe 1) detektiert werden. Für die Promotoren von PHM8 und SPI1 
wurde bei Zugabe von 5 mM Essigsäure zum Medium eine 1,5-fache Induktion ermittelt, bei 
15 mM eine 2-fache- und bei Zugabe von 30 mM Essigsäure eine 3-fache Induktion.  
Für den Ganzzellsensor mit dem 5`-regulatorischen Bereich von YRO2 konnte ebenfalls eine 
konzentrationsabhängige Induktion beobachtet werden (3-fach bei 5 mM, 7-fach bei 15 mM und 
8-fach bei 30 mM Essigsäure). Bei Einsatz des Reportergenkonstruktes mit 5`-TPO2 wurde bei 
Zugabe von 5 mM Essigsäure eine 3,7-fache Induktion, bei 15 mM bzw. 30 mM Essigsäure eine 
ca. 7-fache Induktion ermittelt. Die höchsten und gleichzeitig von der Konzentration der 
Essigsäure abhängigen Induktionen konnten für den Ganzzellsensor mit dem 5`-regulatorischen 
Bereich von YGP1 aufgenommen werden. Bei der Zugabe von 5 mM Essigsäure wurde eine 4-
fache und bei Zugabe von 15 mM Essigsäure eine 10-fache Induktion ermittelt. Dies steigerte sich 
auf eine 15-fache Induktion des Fluoreszenzsignals bei Einsatz von 30 mM Essigsäure (Abb. 7B). 
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Abbildung 7: Untersuchung der generierten plasmidbasierten Ganzzellsensoren. Mittelwerte 
und Standardabweichungen basieren auf 3 biologisch unabhängigen Replikaten. Eine schwarze 96-
Well-Platte wurde mit den Hefestämmen mit den entsprechenden Reportergenkonstrukte mit einer 
OD600 von 0,1 angeimpft und bei 30 °C im Plattenreader analysiert. Zur Detektion der Fluoreszenz 
wurden die Signale (Anregung 550 nm, Emission 590 nm) sowie die optische Dichte bei 595 nm über 
einen Zeitraum von 22 h aufgenommen. In Abbildung A wird die relative Fluoreszenz 
(Fluoreszenzsignal normiert auf OD595) bei Zugabe von 15 mM Essigsäure zum Medium gezeigt. B 
stellt die x-fache Induktion der Fluoreszenzsignale zum Zeitpunkt t = 12 h dar (Verhältnis der Signale 
bei Inkubation in Medium mit 15 mM Essigsäure zu den Signalen in Medium ohne die Zugabe von 
Essigsäure). C zeigt einen Vergleich des zeitlichen Verlaufs der relativen Fluoreszenz eines durch 
Essigsäure induzierbaren (YGP1-tRFP) und eines konstitutiven (GPD-tRFP) 
Reportergenkonstruktes bzw. eines Konstruktes ohne ein Fluoreszenzprotein (GPD) beim Einsatz 
von 15 mM Essigsäure. 
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Um zu dokumentieren, dass die Fluoreszenzsignale auf die Zugabe von Essigsäure zurückzuführen 
sind, erfolgte ein Vergleich des durch Essigsäure induzierten Reportergenkonstruktes 5`-YGP1-
tRFP mit einem konstitutiv induzierten Konstrukt (5`-GPD-tRFP) bzw. einem Konstrukt ohne 
das Fluoreszenzprotein (5`-GPD). Als Positivkontrolle diente das Reportergenkonstrukt mit dem 
konstitutiven Promotor von GPD (kodiert für Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase). Hier 
blieb das Fluoreszenzsignal unabhängig von der Konzentration an Essigsäure im Medium konstant 
auf relativ hohem Niveau. Der leichte Anstieg der Fluoreszenz wird vermutlich durch die 
kontinuierliche Produktion von tRFP verursacht. Das Fluoreszenzprotein ist relativ stabil, 
demzufolge kommt immer neues Protein hinzu, während bereits gebildetes tRFP nur verzögert 
abgebaut wird. Als Negativkontrolle dienten mit p426-GPD transformierte Zellen. Das 
Fluoreszenzsignal stieg hier bei Zugabe des Analyten nicht an (Abb. 7C). 
 
Durch diese ersten Untersuchungen stellten sich die Reportergenkonstrukte mit den 5`-
regulatorischen Bereichen von YGP1, TPO2 und YRO2 als geeignete Kandidaten für die 
Generierung eines Ganzzellsensors für den Nachweis von Essigsäure heraus. Es erfolgte eine 
detaillierte Charakterisierung des in Bezug auf Essigsäure modulierbarsten bzw. putativ stärksten 
Sensors mit dem Reportergenkonstrukt 5`-YGP1-tRFP.  
 
Zunächst wurde der Einfluss des pH-Wertes des Minimalmediums der Hefe auf die Signalgebung 
der Sensorzellen untersucht. Ohne die Zugabe von Essigsäure wurde in dem hier eingesetzten 
Minimalmedien kein signifikanter Anstieg der Fluoreszenz beobachtet (Daten nicht gezeigt). 
Demzufolge erfolgte der Anstieg der Fluoreszenzsignale als Reaktion auf den Analyten Essigsäure 
im Medium und nicht bedingt durch eine pH-Wert-Änderung.  
Da jedoch nur undissoziierte Essigsäure in die Hefezelle gelangt und der Dissoziationsgrad der 
Essigsäure vom pH-Wert des Mediums abhängig ist, könnte der pH-Wert des Mediums die 
Signalgebung indirekt beeinflussen. 
3.2 Bedeutung des pH-Wertes im Hefemedium für den Ganzzellsensor 
Der pH-Wert des Mediums bestimmt den Dissoziationsgrad der Essigsäure. Dies ist insofern von 
Bedeutung, da nur die undissoziierte Form der Säure über passiven Transport in die Hefezelle 
gelangt (Abb. 3). Im Folgenden wurde deshalb der Einfluss des pH-Wertes auf den Ganzzellsensor 
und das Fluoreszenzsignal näher untersucht. 
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3.2.1  Dissoziationsgrad der Essigsäure 
Die Essigsäure ist eine aliphatische, gesättigte Monocarbonsäure. Mit einem pKs-Wert von 4,76 
wird sie zu den schwachen Säuren gezählt. 
Abhängig vom pH-Wert des Mediums und dem pKs-Wert der Säure stellt sich ein Gleichgewicht 
zwischen den organischen Anionen und der undissoziierten Säure ein, welches durch die 
Henderson-Hasselbalch-Gleichung beschrieben wird (Abbott et al., 2009). Durch Umstellen der 
Gleichung lässt sich der Dissoziationsgrad und damit der auch Anteil an undissoziierter Säure bei 
einem gegebenen pH-Wert berechnen (Abbott et al., 2009; Taherzadeh et al., 1997, s. Anhang). 
Bei denen in der Regel eingesetzten Konzentrationen von 5, 15 und 30 mM Essigsäure betrug der 
Dissoziationsgrad der Säure abhängig vom pH-Wert des Mediums zwischen 1,6 % (MM, 30 mM 
Essigsäure) und 18 % (MM3, 5 mM Essigsäure). Der Anteil an undissoziierter Säure in MM und 
MM4 war vergleichbar, in Minimalmedium mit pH 3 niedriger (Daten im Anhang). 
 
3.2.2  Einfluss der Essigsäure auf den pH-Wert des Mediums 
Der pH-Wert des Minimalmediums MM3 bzw. MM4 wurde vor dem Autoklavieren auf 3 bzw.4 
durch Zugabe von 37 %-iger Salzsäure eingestellt. Für MM wurde vor dem Autoklavieren ein pH-
Wert von ca. 5,5 ermittelt. Ein Autoklavieren der Medien verringerte den pH-Wert von MM auf 
4,63 und von MM4 auf 3,78. Der pH-Wert von MM3 blieb stabil bei pH 3 (Daten im Anhang). 
Zur Ermittlung des Einflusses der Essigsäure auf den pH-Wert der verschiedenen ungepufferten 
Minimalmedien wurde diese nach dem Autoklavieren zugegeben und der pH-Wert mittels pH-
Meter bestimmt. Die größte Veränderung im pH-Wert wurde bei MM mit einem Abfall von ca. 
1 pH-Einheit beobachtet. Wurde Essigsäure MM4 zugesetzt, fiel der pH-Wert abhängig von der 
eingesetzten Konzentration der Säure um ca. 0,2 bis 0,5 pH-Einheiten ab. Dagegen blieb der pH-
Wert von MM3 nahezu konstant (5 und 15 mM Essigsäure) bzw. fiel um ca. 0,1 pH-Einheiten ab 
(30 mM Essigsäure; Abb. 8A). Eine Zugabe von Essigsäure zum Medium hatte somit bei MM3 die 
geringsten Auswirkungen auf den pH-Wert des Mediums. 
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3.2.3  Einfluss des pH-Wertes des Medium auf das Fluoreszenzsignal der Sensorhefe 
In diesem Abschnitt wurde der Einfluss des pH-Wertes des Minimalmediums auf die ermittelten 
Fluoreszenzsignale des Ganzzellsensors untersucht. Dazu erfolgte eine parallele Inkubation von 
S.c. BY4741 transformiert mit dem Konstrukt p426-YGP1-tRFP in Minimalmedien mit 
unterschiedlichen pH-Werten. 
Bei Zugabe von 5 mM Essigsäure waren die gemessenen Fluoreszenzsignale, unabhängig vom 
verwendeten Medium, nahezu identisch (Daten nicht gezeigt). Sind den verschiedenen Medien 
30 mM Essigsäure zugesetzt worden, wurden niedrigere Induktionen ermittelt (Daten nicht 
gezeigt). Da dies unabhängig vom pH-Wert des Mediums beobachtet wurde, könnte das auf einen 
toxischen Effekt des Analyten in höheren Konzentrationen auf die Leistung des Hefe-
Ganzzellsensors hinweisen (Gutiérrez et al., 2015). Nach 12 h Inkubation wurde bei Zugabe von 
15 mM Essigsäure in MM eine 6,8-fache, in MM4 eine 7,4-fache und in MM3 eine 3,3-fache 
Induktion ermittelt. (Abb. 8B). 
Alle weiteren Untersuchungen erfolgten in Minimalmedium mit eingestelltem pH-Wert von 4. Der 
Dissoziationsgrad der Essigsäure in diesem Medium ist vergleichbar mit dem in Minimalmedium 
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Abbildung 8: Bedeutung des pH-Wertes im Kultivierungsmedium. Der pH-Wert von MM betrug vor 
dem Autoklavieren 5,5; der pH-Wert von MM3 bzw. MM4 wurde vor dem Autoklavieren durch Zugabe 
von 37%-iger HCl auf 3 (MM3) bzw. 4 (MM4) eingestellt. Dargestellt sind der Mittelwert und die 
Standardabweichung von 3 (biologisch) unabhängigen Replikaten. 
A zeigt die Veränderung des pH-Wertes des Minimalmediums (MM) nach Zugabe von Essigsäure in 
verschiedenen Konzentrationen. Nach dem Autoklavieren erfolgte eine Bestimmung des pH-Wertes mittels 
pH-Meter vor und nach der Zugabe von Essigsäure. Die daraus ermittelte Differenz Δ pH-Wert ist in der 
Abbildung dargestellt. B illustriert die Induktion des plasmidbasierten Ganzzellsensors S.c. BY4741 + p426-
YGP1-tRFP bei Inkubation in Minimalmedium mit unterschiedlichem pH-Wert und der Zugabe von 
15 mM Essigsäure. C zeigt eine in-situ-pHluorin-Kalibrierung zur Bestimmung des intrazellulären pH-
Wertes. 2 ml einer Vorkultur von S.c. BY4742 + pYES-PACT1-pHluorin wurden abzentrifugiert und das 
Pellet in 200 µl Digitonin-Lösung (100 µg/ml PBS) resuspendiert und 10 min bei RT inkubiert. Nach 
Waschen mittels PBS wurden die Zellen in 1 ml PBS aufgenommen. Eine schwarze 96-Well-Platte wurde 
mit 200 µl/Well (Start-OD600 0,5) beimpft und die Fluoreszenz mittels TECAN infinite M200 pro 
bestimmt (Em 512, Ex1 390, Ex2 470 nm). Zur Erstellung der Kalibrierkurve wurden die bekannten pH-
Werte der Pufferlösung gegen das Verhältnis der Fluoreszenzsignale bei 390 und 470 nm aufgetragen. 
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ohne die Einstellung des pH-Wertes, jedoch ist die Veränderung des pH-Wertes nach Zugabe von 
Essigsäure weniger gravierend (Abb. 8A). Daneben konnten bei MM4 höhere Induktionswerte 
beobachtet werden (Abb. 8B). 
 
3.2.4  Einfluss von Essigsäure auf den intrazellulären pH-Wert von Hefezellen 
Eine Hefezelle ist stets bestrebt ihren intrazellulären pH-Wert in einem für den Metabolismus 
optimalen physiologischen Bereich aufrechtzuerhalten (Thomas et al., 2002). Zur Ermittlung des 
Einflusses der Essigsäure bei Inkubation in Minimalmedium pH 4 auf den intrazellulären pH-Wert 
(und somit die Performance der Hefezelle) wurde dieser durch den Einsatz eines pH-sensitiven 
grünen Fluoreszenzproteins bestimmt. Dieses lag auf dem Plasmid pYES-PACT1-pHluorin 
(freundlicherweise bereitgestellt von Gertien Smits, Universität Amsterdam) kodiert vor. Bedingt 
durch den Versuchsaufbau wurde der intrazelluläre pH-Wert einer ü.N.-Kultur bzw. einer 24 h-
Kultur bestimmt. 
Als Kontrolle erfolgte eine Inkubation in Minimalmedium ohne die Zugabe von Essigsäure. Die 
Untersuchung erfolgte in drei biologisch unabhängigen Replikaten. Für die in-situ-Kalibrierung von 
pHluorin wurden Ansätze eines Zitronensäure-Phosphatpuffers mit unterschiedlichem 
(bekanntem) pH-Wert verwendet. Nach Normierung auf eine OD von 1 und dem Abzug des 
Fluoreszenzsignals des Wildtypstammes wurden die bekannten pH-Werte gegen das Verhältnis der 
Fluoreszenzsignale bei den Extinktionsmaxima 390 und 470 nm aufgetragen (Miesenbock et al., 
1998). Dadurch wurde folgende Standardkurve generiert: y = 0,0511x²-0,5314x+2,2112 
(R² = 0,9585; Abb. 8C).  
Bei Inkubation der Zellen für 24 h in MM4 ohne die Zugabe von Essigsäure wurde ein nahezu 
neutraler intrazellulärer pH-Wert ermittelt. Beim Zusatz von 5 bzw. 15 mM Essigsäure konnte 
keine signifikante Veränderung beobachtet werden. Bei Einsatz von 30 mM Essigsäure wurde ein 
leichter Anstieg des pH-Wertes verzeichnet. Dieser kennzeichnet wahrscheinlich die 
Gegenregulation der Hefezelle in ihrem Bestreben den intrazellulären pH-Wert konstant zu halten. 
Ein ähnliches Bild zeigte sich auch bei der ü.N.-Inkubation der Hefezellen in MM4 (Daten im 
Anhang).  
Es konnte gezeigt werden, dass der intrazelluläre pH-Wert der Hefezellen nach einer ü.N.- bzw 
24 h-Inkubation in Minimalmedium mit der Zugabe von bis zu 30 mM Essigsäure im nahezu 
neutralen Bereich blieb. Demnach sollte der pH-Wert des Mediums keinen signifikanten Einfluss 
auf die Leistung der Hefezelle und somit die gemessenen Fluoreszenzsignale haben. 
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3.3 Charakterisierung des plasmidbasierten Ganzzellsensors 
Im Verlauf der Arbeiten zeigte sich, dass der Ganzzellsensor mit dem 5`-regulatorischen Bereich 
von YGP1 die stärksten und konzentrationsabhängigsten Fluoreszenzsignale als Reaktion auf ein 
Vorhandensein von Essigsäure im Medium lieferte. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse von 
Wachstum, relativer Fluoreszenz und Induktion der Fluoreszenzsignale für den Ganzzellsensor 
S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP ist in Abb. 9 dargestellt. 
3.3.1  Wachstum und Reportergensignal (Fluoreszenz) 
Die Lichtstreuung, als Maß für das Wachstum, wurde in 96-Well-Platten mittels NEPHELOstar 
kontinuierlich über einen Zeitraum von 22 h aufgenommen. Die Zellen wurden dazu in 
Minimalmedium pH 4 ohne bzw. mit der Zugabe von 5, 15 und 30 mM Essigsäure inkubiert. Die 
theoretische Start-OD600 betrug 0,1. 
Für den Ganzzellsensor mit dem YGP1-Promotor wurde in Minimalmedium ohne bzw. mit 
Essigsäure ein ähnliches Wachstumsverhalten aufgezeichnet. Nach einer ca. 4-stündigen 
Latenzphase erfolgte der Übergang in die exponentielle Wachstumsphase. Nach 16 bis 18 h 
Inkubation der Zellen bei 30 °C im Well wurde die stationäre Phase erreicht. Abhängig von der 
Konzentration der zugegebenen Essigsäure verlängerte sich die lag-Phase (Abb. 9A). 
 
Wurde der plasmidbasierte Ganzzellsensor mit 5`-YGP1 in Medium ohne Essigsäure kultiviert, 
blieb das relative Fluoreszenzsignal konstant bei ca. 200 A.U.. Bei Zugabe von 5 mM Essigsäure 
zum Medium pendelte die Fluoreszenz die ersten sechs Stunden der Inkubation bei ca. 450 A.U., 
stieg dann leicht an und erlangte nach 16 h das Maximum von ca. 600 A.U.. Wurden 15 mM 
Essigsäure dem Medium zugesetzt, blieb das Signal die ersten beiden Stunden konstant und stieg 
danach kontinuierlich an, bevor es nach 16 h Inkubation die höchsten relativen Fluoreszenzwerte 
von ca. 1.800 A.U. erreichte. Bei Einsatz von 30 mM Essigsäure wurde ein stetiger Anstieg des 
Fluoreszenzsignals über die Zeit beobachtet, der in einem Maximum von ca. 3.500 A.U. nach 20 h 
gipfelte (Abb. 9B). 
Bei Einsatz von 5 mM Essigsäure konnte nach 14 h Inkubation der Zellen in der 96-Well-Platte 
mit 4-fach die höchste Induktion verzeichnet werden. Diese blieb bis ca. 16 h konstant und fiel 
dann auf eine 3-fache Induktion ab. Wurde die dreifache Menge an Essigsäure dem Medium 
zugesetzt, konnte nach 16 h eine 11-fache Induktion erfasst werden, die nach 20 h auf das 8-Fache 
abfiel. Bei Zugabe von 30 mM Essigsäure konnte ein kontinuierlicher Anstieg der Induktion über 
die Zeit aufgenommen werden. Nach 16 h Inkubation wurde mit 19,5-fach das Maximum ermittelt, 
danach erfolgte ein Abfall auf eine 16-fache Induktion nach 22 h Inkubation (Abb. 9C). 
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Zur Beurteilung der Sensitivität wurde der Ganzzellsensor auf ein Ansprechen in einem breiteren 
Konzentrationsbereich von 1,5 bis 50 mM Essigsäure hin untersucht (Daten im Anhang). Bei allen 
getesteten Konzentrationen konnte ein kontinuierlicher Anstieg des Fluoreszenzsignals über die 
Zeit beobachtet werden. Bei den niedrigeren Konzentrationen wurde nach 12 h das Maximum an 
Induktion erreicht (1,5 mM: 1,7-fach; 7,5 mM: 4,5-fach). Für die hier getesteten höheren 
Konzentrationen von 40 bzw. 50 mM wurde mit 13-fach bzw. 3,7-fach die höchste Induktion nach 
16 h Inkubation ermittelt (Daten nicht gezeigt). Die geringen Induktionen bei Zugabe von 50 mM 
Essigsäure könnten mit dem negativen Einfluss der Essigsäure in höheren Konzentrationen auf 
das Wachstum der Zellen begründet sein. In der Literatur wird ebenfalls beschrieben, dass das 
Fluoreszenzsignal nach Erreichen eines Maximums aufgrund toxischer Effekte auf die Zelle wieder 
abfallen kann (Gutiérrez et al., 2015). 
 
Das Reportergenkonstrukt mit dem 5`-regulatorischen Bereich von YGP1 eignet sich demnach für 
die Herstellung eines plasmidbasierten Ganzzellsensor für die Detektion von Essigsäure. Es 
konnten starke, durch Essigsäure induzierte, Fluoreszenzsignale detektiert werden. Dabei war die 
Fluoreszenz linear abhängig von der Konzentration der eingesetzten Essigsäure (Daten im 
Anhang). 
Zur genaueren Charakterisierung des plasmidbasierten Ganzzellsensors wurden ebenfalls seine 
Fähigkeit zur Regeneration und die Querempfindlichkeit gegenüber anderen Säuren aus dem 
Biogasprozess untersucht. 
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Abbildung 9: Reaktion des plasmidbasierten Ganzzellsensors S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP auf 
Essigsäure. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von 3 biologisch unabhängigen 
Replikaten. Eine 96-Well-Platte wurde mit jeweils 200 μl MM4 ohne bzw. mit 5, 15 oder 30 mM Essigsäure 
pro Well bestückt. Der Hefestamm S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP wurde mit einer OD600 von 0,1 
angeimpft und bei 30 °C im Plattenreader (NEPHELOstar bzw. FLUOstar OPTIMA) kultiviert. Zur 
Erstellung der Wachstumskurve wurde die die optische Dichte bei 595 nm über einen Zeitraum von 22 h 
aufgenommen, zur Detektion der Fluoreszenz zusätzlich die Fluoreszenzsignale (Anregung 550 nm, 
Emission 590 nm).  
A zeigt das Wachstum der Zellen bei Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen an Essigsäure zum 
Medium. In B ist die relative Fluoreszenz (Fluoreszenzsignal normiert auf die OD595) dargestellt.  
Das Balkendiagramm C zeigt die, durch die Essigsäure ausgelöste, x-fache Induktion der Fluoreszenz 
(Verhältnis der Signale von MM4 mit Testkonzentration zu MM4 ohne Essigsäure) normiert auf die 
Zelldichte bei 595 nm. 
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3.3.2  Sensitivität im Biogasprozess 
Bei der Untersuchung des pH-Wertes des Mediums (s. 3.2.3) konnte bereits gezeigt werden, dass 
der pH-Wert des Mediums einen Einfluss auf die Performance des Ganzzellsensors und somit auf 
das Fluoreszenzsignal hat. So wurden in MM4 höhere Induktionen der Fluoreszenzsignale als in 
MM3 erreicht. Offen ist noch die Frage, ob das Fluoreszenzsignal auch durch andere Säuren 
ausgelöst werden kann. Da der generierte Ganzzellsensor bspw. für eine Überwachung der 
Essigsäurekonzentration im Biogasprozess eingesetzt werden soll, wurde in dieser Arbeit das 
Ansprechverhalten der Sensorhefe gegenüber anderen im Biogasprozess vorkommenden 
flüchtigen Fettsäuren untersucht (Abb. 10). 
Analysiert wurden Propionsäure, Buttersäure und Valeriansäure und sowie die Isoformen der 
letzteren beiden Säuren. Die Konzentrationen der flüchtigen Fettsäuren orientierten sich an den 
tatsächlich im Biogasprozess vorkommenden Konzentrationen. Die Konzentration an Essigsäure 
beträgt 1,7 bis 33 mM, die Konzentration an Propionsäure liegt unter 3,4 mM und die 
Konzentration von Buttersäure wird mit 1,1 bis 2,3 mM angegeben. Die Konzentration an 
Valeriansäure, Iso-Buttersäure und Iso-Valeriansäure liegt unter 0,5 mM (pers. Kommunikation 
mit dem Projektpartner GICON). Bei den angegebenen Konzentrationen handelt es sich jedoch 
nur um Richtwerte, da die Konzentrationen der flüchtigen Fettsäuren und das Verhältnis der 
einzelnen Säuren untereinander stark vom eingesetzten Substrat abhängig sind (Friehe et al., 2016c). 
Bei keiner der getesteten Konzentrationen der jeweiligen Säure konnte ein signifikanter Einfluss 
auf das Wachstum der Zellen verzeichnet werden (Abb. 10A). Bei Einsatz von 15 mM Essigsäure 
stieg die Induktion konstant über die Zeit an: Nach 4 h Inkubation wurde eine 2-fache Induktion 
beobachtet, nach 8 h Inkubation eine 4-Fache, nach 12 h eine 7-Fache und nach 16 h Inkubation 
das Maximum von 7,5-fach. Im Gegensatz dazu blieb die Fluoreszenzinduktion für die anderen 
flüchtigen Fettsäuren bei 1, entsprach also dem Fluoreszenzsignal bei Inkubation ohne Säure 
(Abb. 10B). 
 
Die Daten zeigen, dass der generierte Ganzzellsensor, zumindest unter Biogasprozess-relevanten 
Bedingungen, spezifisch nur auf den Analyten Essigsäure reagiert.  
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Abbildung 10: Untersuchung der Querempfindlichkeit des plasmidbasierten 
Ganzzellsensors S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP durch Inkubation in Medium mit Zusatz 
verschiedener flüchtiger Fettsäuren. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung 
von 3 biologisch unabhängigen Replikaten. Die eingesetzten Konzentrationen der Säuren 
entsprechen den tatsächlich im Biogasprozess Vorkommenden. 
A zeigt das Wachstum des Ganzzellsensors S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP bei Zugabe 
verschiedener flüchtiger Fettsäuren in das Medium. Zur Erstellung der Wachstumskurven wurde eine 
96-Well-Platte mit dem Stamm S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP mit einer OD600 von 0,1 beimpft 
und im Mikroplattenreader bei 30 °C inkubiert. Es erfolgte eine Detektion der optischen Dichte zu 
festgelegten Zeitpunkten bei 600 nm. 
B zeigt die durch Zugabe von Säure ausgelöste Induktion der Fluoreszenz. Eine schwarze 96-Well-
Platte wurde S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP mit einer OD600 von 0,1 angeimpft und bei 30 °C im 
Plattenreader kultiviert. Zur Detektion der Fluoreszenz wurden die Signale (Anregung 550 nm, 
Emission 590 nm) sowie die optische Dichte bei 595 nm über einen Zeitraum von 22 h 
aufgenommen. Als Induktion wird das Verhältnis der Signale von MM4 mit Testkonzentration an 
Säure zu MM4 ohne die Zugabe von Säure bezeichnet. 
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Bei der Erzeugung von Biogas treten die einzelnen flüchtigen Fettsäuren nicht einzeln auf, sondern 
liegen gemeinsam vor. Zur Untersuchung von additiven Effekten durch die Kombination von 
Fettsäuren wurde der plasmidbasierte Ganzzellsensor in Medium mit der Zugabe von Essigsäure 
und Valeriansäure bzw. Propionsäure kultiviert und der Verlauf der Fluoreszenz über die Zeit 
aufgenommen. Parallel wurden Zellen mitgeführt, die in Medium nur mit Essigsäure oder 
Valeriansäure bzw. Propionsäure kultiviert worden sind. 
Die Auswahl fiel auf diese beiden flüchtigen Fettsäuren, da die Propionsäure nach der Essigsäure 
im Biogasprozess mengenmäßig am häufigsten vorkommt und bei Einsatz von 2 mM 
Valeriansäure in Vorversuchen ein leichter Anstieg der Fluoreszenz beobachtet worden war (Daten 
nicht gezeigt).  
Bei Einsatz von 15 mM Essigsäure stieg das Fluoreszenzsignal nach 4 h Inkubation kontinuierlich 
über die Zeit auf bis zu ca. 1.300 A.U. an.  
Wurden dem Minimalmedium 1,5 mM Valeriansäure zugefügt konnte ebenfalls nach 4 h ein 
leichter Anstieg beobachtet werden. Nach 14 h Inkubation wurde mit 677 A.U. der höchste 
Fluoreszenzwert ermittelt (Abb. 11A). Bei Zugabe von 5 mM Valeriansäure blieb das Signal 
konstant bei ca. 300 A.U.. Zum Ende der Messung wurde ein leichter Anstieg auf 400 A.U. 
verzeichnet. Bei Einsatz von 15 mM Valeriansäure konnte kein Anstieg der relativen Fluoreszenz 
beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).  
Wurden zu 15 mM Essigsäure zusätzlich 1,5 mM Valeriansäure gegeben, stieg das 
Fluoreszenzsignal von 345 A.U. auf ca. 2.200 A.U. nach 22 h Inkubation an. Das erreichte 
Maximum war somit doppelt so hoch, als bei alleinigem Einsatz von Essigsäure und verdeutlichte 
einen additiven Effekt bei Einsatz der beiden Säuren in diesen Konzentrationen (Abb. 11A). Bei 
Zugabe von zusätzlich 5 mM Valeriansäure blieb die relative Fluoreszenz die ersten 10 h der 
Inkubation stabil bei ca. 350-400 A.U. und stieg danach geringfügig an. Bei Einsatz von Essigsäure 
und Valeriansäure zu gleichen Teilen wurde keine Erhöhung der relativen Fluoreszenz ermittelt 
(Daten nicht gezeigt). 
 
Beim Einsatz von 1,5 bzw. 5 mM Propionsäure konnte kein Anstieg des Fluoreszenzsignals 
beobachtet. Wurden dem Medium 15 mM Propionsäure zugegeben blieb die Fluoreszenz über 
einen langen Zeitraum konstant bei 300 - 400 A.U. und stieg danach leicht auf knapp 1.000 A.U. 
nach 22 h Inkubation an. Bei Zugabe von 1,5 bzw. 5 mM Propionsäure zu Medium mit 15 mM 
Essigsäure konnte ein additiver Effekt beobachtet werden. Die relative Fluoreszenz stieg 
kontinuierlich über die Zeit an. Bei Einsatz von zusätzlich 1,5 mM Propionsäure betrug wurde eine 
maximale relative Fluoreszenz von ca. 1.700 A.U. erreicht. Wurden dem Medium mit 15 mM 
Essigsäure 5 mM Propionsäure zugefügt wurde nach 22 h Inkubation mit ca. 2.000 A.U. eine 
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doppelt so hohe relative Fluoreszenz im Vergleich zum alleinigen Einsatz von 15 mM Essigsäure 
ermittelt. Bei Einsatz von Essigsäure und Propionsäure in gleichen Teilen blieb das Signal bis die 
ersten 8 h der Inkubationszeit konstant und stieg danach leicht auf ca. 1.200 A.U. nach 22 h 
Inkubation an (Abb. 11B). 
 
Wurden Propionsäure und Valeriansäure einzeln zum Minimalmedium zugegeben konnte kein 
Anstieg der relativen Fluoreszenz detektiert werden. Bei Zugabe von 1,5 bzw. 5 mM Propionsäure 
bzw. 1,5 mM Valeriansäure zu 15 mM Essigsäure konnte ein additiver Effekt beobachtet werden. 
Die Fluoreszenzsignale stiegen höher im Vergleich zu denen von Ganzzellsensoren, die in Medium 
nur mit 15 mM Essigsäure inkubiert worden waren. Wurden beide flüchtigen Fettsäuren in einer 
Konzentration von 15 mM wie die Essigsäure eingesetzt, konnte kein Anstieg des 
Fluoreszenzsignals detektiert werden. Dies ist wahrscheinlich auf den toxischen Effekt des 
Gemischs der beiden Säuren auf die Zellen zurückzuführen.  
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Abbildung 11: Untersuchung additiver Effekte durch die Zugabe von Valeriansäure (A) bzw. 
Propionsäure (B) zu Essigsäure. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung von 
3 biologisch unabhängigen Replikaten. Eine 96-Well-Platte wurde mit jeweils 200 μl MM4 ohne bzw. 
mit 15 mM Essigsäure mit zusätzlich 1,5, 5 oder 15 mM Valerian- bzw. Propionsäure belegt. Es 
erfolgte eine Animpfung des Ganzzellsensors S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP mit einer OD600 von 
0,1 gefolgt von einer Kultivierung bei 30 °C im Plattenreader (FLUOstar OPTIMA). Zur Detektion 
der Fluoreszenz wurden die Signale (Anregung 550 nm, Emission 590 nm) sowie die optische Dichte 
bei 595 nm über einen Zeitraum von 22 h aufgenommen. Dargestellt ist die relative Fluoreszenz 
(Fluoreszenzsignal normiert auf die OD595). Als Kontrolle erfolgte eine Inkubation der Zellen in 
Medium mit lediglich 15 mM Essigsäure bzw. 1,5, 5 oder 15 mM der zweiten flüchtigen Fettsäure. 
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3.3.3 Regeneration des Ganzzellsensors 
In diesem Abschnitt sollte untersucht werden, inwieweit es möglich ist, den Ganzzellsensor zu 
regenerieren und somit über einen längeren Zeitraum von mehreren Tagen einzusetzen. Zur 
Untersuchung der Regeneration wurde die Fluoreszenz einer Kultur von S.c. BY4742 + p426-
YGP1-tRFP über einen Zeitraum von drei aufeinanderfolgen Tagen beobachtet. Dabei wurden die 
Zellen zeitlich alternierend mit der Zugabe von 15 mM Essigsäure bzw. ohne die Zugabe von 
Essigsäure inkubiert (□ Abb. 12, auch bezeichnet als Probe 2). Als Kontrolle wurden Zellen 
mitgeführt, bei denen zu keinem Zeitpunkt Essigsäure zugefügt worden war (◊ Abb. 12, auch 
bezeichnet als Probe 1). Die Messung der Absorption und der Fluoreszenz erfolgte in einem 
Plattenreader in drei biologisch unabhängigen Replikaten. 
Zur Induktion des Fluoreszenzsignals wurde die Zellen in Probe 2 über Nacht in Medium mit der 
Zugabe von 15 mM Essigsäure inkubiert. Nach Ernte, Waschen und Animpfung mit einer OD600 
von 0,5 erfolgte am ersten Tag eine Inkubation der Zellen ohne die Zugabe von Essigsäure. Das 
Fluoreszenzsignal von Probe 1 blieb erwartungsgemäß stabil auf niedrigem Niveau um einen Wert 
von 1000 A.U.. In Probe 2 wurde über die Zeit ein Abfall der relativen Fluoreszenz von ungefähr 
13.300 A.U. zu Beginn der Inkubation, auf 9.000 A.U. nach 4 h und ca. 3.000 A.U. nach 10 h 
Inkubation beobachtet. Am nächsten Tag wurden die Zellen geerntet, mit Minimalmedium 
gewaschen und zwei neue Kolben mit diesen Zellen mit einer OD600 von 0,5 beimpft. Dabei 
wurden die Zellen von Probe 2 erneut mit 15 mM Essigsäure versetzt. Über die Zeit konnte ein 
erneuter Anstieg der Fluoreszenz von ca. 2.600 A.U. zu Beginn der Messung auf 4.300 A.U. nach 
10 h Inkubation festgestellt werden. Über Nacht stieg der Fluoreszenzwert noch weiter auf 
ca. 7.000 A.U. an. Es wurde ungefähr die Hälfte des Fluoreszenzsignals des Vortages erreicht. Das 
Fluoreszenzsignal von Probe 1 blieb innerhalb analytischer Schwankungen nahezu konstant. Am 
dritten Tag wurden die Zellen erneut ohne die Zugabe von Essigsäure zum Medium inkubiert. 
Dabei konnte ein erneuter Abfall der Fluoreszenz der Probe 2 von 7.000 A.U. auf ca. 2.000 A.U. 
detektiert werden. Zu keinem Zeitpunkt wurde ein Abfall der Fluoreszenz der Probe 2 auf das 
Niveau der Fluoreszenz in Kolben 1 beobachtet (Abb. 12). 
 
Die Ergebnisse der Untersuchung zur Regeneration zeigen, dass es möglich ist, den Ganzzellsensor 
mehrmals bzw. über einen längeren Zeitraum von mehreren Tagen, was z.B. bei der Überwachung 
von Biogasanlagen sinnvoll ist, einzusetzen. Die ermittelte Regenerationszeit betrug ca. 8 h. 
Danach stieg das Fluoreszenzsignal bei Vorhandensein von Essigsäure im Medium wieder an. 
Allerdings wurde die vormalige Signalstärke nicht wieder erreicht.  
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3.3.4  Detektion von Essigsäure in Realproben 
Realproben aus einer Biogasanlage (GICON, Standort Cottbus) wurden mit dem generierten 
Ganzzellsensor auf den Gehalt an Essigsäure untersucht. Es handelte sich dabei um in der Anlage 
des Projektpartners gewonnenes Kondensat aus der Hydrolysestufe, dem ersten Schritt der 
Biogaserzeugung. Als organisches Material war Maissilage eingesetzt worden. Der pH-Wert der 
Probe betrug 7,5.  
Zunächst wurde der Einfluss des Kondensats auf das Wachstum der Ganzzellsensoren untersucht. 
Dazu wurden die Hefezellen in Kondensat in verschiedenen Verdünnungen inkubiert. Als 
Kontrolle diente ein Ansatz in Minimalmedium pH 4. Bei Inkubation der Zellen in unverdünntem 
Kondensat zeigte sich ein verzögertes Wachstum. In höheren Verdünnungen von 1:10 bzw. 1:20 
war das Wachstum der Hefezellen mit dem in Minimalmedium ohne die Zugabe von Essigsäure 
identisch (Abb. 13A).  
Die Untersuchung des Ansprechens auf eventuell in der Probe vorhandene Essigsäure wurde 
mittels Plattenreader durchgeführt. Als Kontrolle wurden Ansätze in Minimalmedium pH 4 ohne 
bzw. mit der Zugabe von 5, 15 und 30 mM Essigsäure mitgeführt. Hier konnten 
konzentrationsabhängige relative Fluoreszenzen beobachtet werden. Ohne Essigsäure blieb das 
Fluoreszenzsignal relativ konstant zwischen 100 und 200 A.U.. Bei Zugabe von 5 mM Essigsäure 
stieg die Fluoreszenz über die Zeit auf ca. 600 A.U. nach 22 h Inkubation an. Bei Inkubation der 
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Abbildung 12: Regeneration des Fluoreszenzsignals des plasmidbasierten Ganzzellsensors 
S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP durch Abwesenheit von Essigsäure. Es erfolgte eine über-Nacht-
Kultur in MM4 mit der Zugabe von 15 mM Essigsäure (□, Probe 2). Zu Beginn von Tag 1, 2 und 3 wurden 
nach Bestimmung der OD600 250 ml-Kolben mit 20 ml einer Zellsuspension mit einer OD600 von 0,5 
beimpft. Am 1. und 3.Tag erfolgte eine Inkubation in MM4 ohne die Zugabe von Essigsäure. Am 2.Tag 
wurden 15 mM Essigsäure zum Minimalmedium zugegeben. Als Kontrolle wurde parallel ein Ansatz 
mitgeführt, bei dem die Zellen ohne die Zugabe von Essigsäure inkubiert worden waren (◊, Probe 1). Die 
Inkubation erfolgte bei 30 °C im Rotationschüttler. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden 3 x 200 µl Probe 
entnommen und die Absorption (600 nm) und die Fluoreszenz (553/587 nm) mittels 
TECAN infinite M200 pro gemessen. Es erfolgte einer Darstellung des Mittelwerts und der 
Standardabweichung von 3 biologisch unabhängigen Replikaten. 
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Zellen in Medium mit 15 mM Essigsäure stieg das Fluoreszenzsignal nach 4 h kontinuierlich an 
(12 h: ca. 1.000 A.U., 20 h ca. 1.700 A.U.). Ein gleiches Bild zeigte sich beim Einsatz von 30 mM 
Essigsäure. Hier stieg die relative Fluoreszenz auf ca. 3.000 A.U. an. Im Vergleich dazu bewegten 
sich die Fluoreszenzsignale bei Inkubation der Zellen in der unverdünnten Kondensatprobe im 
Bereich der Kontrolle ohne die Zugabe von Essigsäure. Bei Einsatz von 1:2 verdünntem 
Kondensat konnte gegen Ende der Messung ein leichter Anstieg der Fluoreszenz auf ca. 400 A.U. 
beobachtet werden (Abb. 13B). 
 
Das verzögerte Wachstum der Ganzzellsensoren in der Kondensatprobe könnte eventuell ein 
Grund für die nicht ansteigenden Fluoreszenzwerte gewesen sein. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass 
sich in der Probe keine oder nur Spuren von Essigsäure befanden. Aus diesem Grund erfolgte die 
Zugabe von 5, 15 und 30 mM Essigsäure zu 1:2 verdünntem Kondensat. Als Kontrolle wurden 
Zellen in Kondensat ohne die Zugabe von Essigsäure inkubiert. Hier blieb das Fluoreszenzsignal 
über die Zeit stabil und stieg erst zum Ende der Messung auf ca. 400 A.U. an. Bei Zugabe von 
5 mM Essigsäure zu der Kondensatprobe konnte nach 4 h ein Anstieg des Fluoreszenzsignals 
beobachtet werden. Bei Zugabe von 15 bzw. 30 mM Essigsäure wurde ein ähnlicher Verlauf der 
Fluoreszenz aufgenommen. Nach 4 h Inkubation erfolgte ein Anstieg des Fluoreszenzsignals auf 
über 4.000 A.U. (Abb. 13C). Es war also möglich zugesetzte Essigsäure in 1:2 verdünntem 
Kondensat zu detektieren. Im Vergleich zu den Signalen in Minimalmedium mit der Zugabe des 
Analyten wurden höhere relative Fluoreszenzen ermittelt, was auf einen additiven Effekt von im 
Kondensat vorhandener Essigsäure mit der zugesetzten Essigsäure hindeutet.  
 
Zur Bestimmung der Essigsäurekonzentration in der Probe erfolgte eine Kalibrierung in 
Minimalmedium mit dem Zusatz von Essigsäure bis 12,5 mM. Aufgrund der Annahme von nur 
wenig Analyt im Kondensat wurde absichtlich ein niedriger Konzentrationsbereich zur 
Kalibrierung gewählt. Eine Abhängigkeit des Fluoreszenzsignals von der Konzentration der 
Essigsäure konnte gezeigt werden. Zur Erstellung einer Kalibriergerade wurden die 
Fluoreszenzwerte zum Zeitpunkt t = 12 h gegen die bekannte Konzentration an Essigsäure 
aufgetragen (Abb. 13D). Mit Hilfe der Geradengleichung war es möglich die Konzentration der 
Essigsäure im Kondensat abzuschätzen. Unter Beachtung der Verdünnung wurde so ein 
ungefährer Wert von 1,3 mM (0,078 g/l) Essigsäure ermittelt.  
 
Zur Verifizierung der Messergebnisse, wurde das Kondensat vom Projektpartner KSI 
gaschromatografisch auf das Vorhandensein von flüchten Fettsäuren hin untersucht. Dabei 
konnten weder Essigsäure, noch Propionsäure, Buttersäure oder Valeriansäure detektiert werden.  
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Es konnte gezeigt werden, dass es durch den Zusatz von Essigsäure zu realen Kondensatproben 
aus einer Biogasanlage möglich ist, mit dem generierten plasmidbasierten Ganzzellsensoren 
Analyten in der Realprobe zu detektieren. Weiter ist es durch die Erstellung einer Kalibriergerade 
theoretisch möglich, die unbekannte Konzentration an Essigsäure einer Probe mit Hilfe des 
Ganzzellsensors zu ermitteln. 
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Abbildung 13: Untersuchung von Realproben mit dem plasmidbasierten Ganzzellsensor 
S.c. BY4742 + p246-YGP1-tRFP. Gezeigt werden jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung von 
3 biologisch unabhängigen Replikaten. Eine schwarze 96-Well-Platte wurde mit einer OD600 von 0,1 
angeimpft und bei 30 °C im Mikroplattenreader FLUOstar OPTIMA inkubiert. Die Fluoreszenz (Anregung 
550 nm, Emission 590 nm) sowie OD595 wurden über einen Zeitraum von 22 h aufgenommen.  
A veranschaulicht das Wachstumsverhalten des Sensors in Kondensat in unterschiedlichen Verdünnungen 
mit Minimalmedium pH 4. B zeigt die relative Fluoreszenz (Fluoreszenzsignal normiert OD595) bei Zugabe 
von Essigsäure zu MM4 bzw. in unverdünntem und 1:2 verdünntem Kondensat. C stellt die relative 
Fluoreszenz des Ganzzellsensors in 1:2 verdünntem Kondensat ohne bzw. mit der Zugabe von 5, 15 und 
30 mM Essigsäure dar. D zeigt eine Kalibriergerade zur Bestimmung der Konzentration an Essigsäure in 
der Realprobe. 
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3.4 Optimierung des plasmidbasierten Ganzzellsensors 
3.4.1  Deletion von Transportproteinen 
3.4.1.1 Einfachdeletionsmutanten 
Es wurde untersucht, ob durch den Einsatz von Deletionsmutanten, denen ein Gen für ein 
spezifisches Transportprotein fehlt, die Sensitivität gegenüber Essigsäure erhöht werden kann, um 
eventuell die Ansprechzeit des generierten Ganzzellsensors zu verkürzen bzw. die Signalstärke zu 
erhöhen.  
Aus diesem Grund wurden die kommerziell bei Euroscarf erworbenen Deletionsstämme 
BY4742 Δhog1 und BY4742 Δpdr12 mit dem Reportergenkonstrukt 5`-YGP1-tRFP transformiert 
und die Fluoreszenz dieser Transformanden bei Inkubation in Minimalmedium mit der Zugabe 
von Essigsäure ermittelt. Durch das Fehlen von Hog1p sollte mehr Essigsäure in die Zelle 
gelangen. Durch den Verlust von Pdr12p sollten dagegen weniger Acetationen aus der Zelle 
exportiert werden (s. Einleitung). Die Deletion wurde durch Integration einer Kanamycin-Kassette 
erzeugt.  
Bei Einsatz der untransformierten Deletionsstämme wurde kein durch Essigsäure ausgelöstes 
Fluoreszenzsignal detektiert. Bei den transformierten Deletionsmutanten konnte bei Zugabe von 
15 mM Essigsäure ein Anstieg der relativen Fluoreszenz über die Zeit beobachtet werden. Jedoch 
waren diese Fluoreszenzsignale weniger stark als die des Ganzzellsensors mit Wildtyphintergrund 
(Abb. 14). 
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Abbildung 14: Vergleich von Ganzzellsensoren mit Transporterdeletion mit denen mit 
Wildtyphintergrund. Es wurden der Mittelwert und die Standardabweichung von 3 biologisch 
unabhängigen Replikaten dargestellt. Als Kontrollen wurden die Fluoreszenzsignale der 
untransformierten Deletionsstämme eingefügt. Die jeweiligen Stämme wurden mit einer Start-OD600 
von 0,1 auf eine schwarze 96-Well-Platte aufgebracht. Während der Inkubation bei 30 °C in einem 
Plattenreader erfolgte über die Zeit eine Aufnahme der Fluoreszenz (550/590 nm) und der optischen 
Dichte (595 nm). Die Fluoreszenz wurde durch Zugabe von 15 mM Essigsäure induziert. Dargestellt 
wurde die relative Fluoreszenz (Fluoreszenz normiert auf die OD595). 
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Bei Zugabe von 5 mM Essigsäure zum Medium wurde das Maximum an Induktion der Fluoreszenz 
nach 14 h Inkubation mit 3,8-fach bei Δhog1 und 3,1-fach bei Δpdr12 erreicht.  
Die maximale Induktion für den transformierten Stamm S.c. BY4742 war bei Zugabe von 5 mM 
Essigsäure 4-fach erhöht und somit vergleichbar der Induktion des Ganzzellsensors mit Δhog1-
Hintergrund. Beim Einsatz von 15 mM Essigsäure im Medium wurde das Maximum nach 16-18 h 
Inkubation erreicht. Mit 12,7-fach lag die Induktion der Transformanden mit der HOG1-Deletion 
höher als die der Transformanden ohne Deletion (11-fach). Wurden dem Minimalmedium 30 mM 
Essigsäure zugesetzt, wurde bei S.c. BY4742 Δhog1 nach 18 h Inkubation eine maximale Induktion 
von 23-fach ermittelt, bei dem Stamm mit der Deletion von PDR12 ein Maximum nach 16 h mit 
14,4-fach. Im Vergleich dazu wurde für den Stamm S.c. BY4742 nach 16 h Inkubation ein 
Maximum mit einer 19,5-fachen Induktion gemessen (Daten im Anhang). 
Die Abhängigkeit der Fluoreszenzsignale von der Konzentration an Essigsäure war für beide 
getesteten Deletionsmutanten gegeben (Abb. 28A, B im Anhang).  
Für die Transformanden mit der Deletion von HOG1 konnte im Vergleich mit Transformanden 
ohne Deletion bei Zugabe von 15 und 30 mM Essigsäure die maximale Induktion gesteigert 
werden. Für die Transformanden mit Δpdr12 wurden niedrigere Induktionssignale ermittelt. Eine 
Verkürzung der Ansprechzeit des Ganzzellsensors wurde nicht erreicht.  
 
Im zweiten Teil der Untersuchung zur Optimierung des Signals durch die Deletion von 
Transportern wurde eine Doppeldeletionsmutante Δhog1 Δpdr12 erzeugt und im Anschluss durch 
Transformation mit dem Reportergenkonstrukt p426-YGP1-tRFP hinsichtlich eines Ansprechens 
auf Essigsäure hin geprüft.  
 
3.4.1.2 Doppeldeletionsmutante Δhog1 Δpdr12 
Im folgenden Abschnitt wurde untersucht, ob durch den Einsatz einer Mutante mit der Deletion 
von sowohl HOG1 als auch PDR12 verkürzte Ansprechzeiten bzw. verstärkte Signale erzielt 
werden können. 
Zur Erzeugung der Doppeldeletionsmutante Δhog1 Δpdr12 wurden die beiden Deletionstämme 
unterschiedlichen Paarungstypes S.c. BY4741 Δhog1 und S.c. BY4742 Δpdr12 gekreuzt. Im 
Anschluss erfolgte eine Selektion der diploiden Zellen auf Minimalmedium ohne die Zugabe von 
Methionin und Lysin. Die Auxotrophie für diese Aminosäuren wurde durch die Paarung 
komplementiert. Die diploiden Zellen wurden durch Inkubation in 1 %-iger Kaliumacetatlösung 
unter Schütteln bei RT zum Sporulieren gebracht. Es erfolgte eine regelmäßige mikroskopische 
Kontrolle des Fortschritts der Sporulation. Nach sieben Tagen Inkubation erfolgte eine 
Tetradenanalyse mittels Mikromanipulator. Damit wurden die Sporen von 40 Tetraden separiert 
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und auf YPD aufgebracht. Von 13 Tetraden keimten alle vier Sporen aus einem Ascus erfolgreich 
aus und es erfolgte eine Selektion über die Kanamycin-Resistenz durch Ausstreichen auf YPD mit 
dem Zusatz von G418. Anhand des Wachstumsverhaltens konnten bei den Tetraden 3 und 13 
jeweils zwei putative Doppeldeletionsmutanten identifiziert werden (Abb. 15A; Klon 3a, 3c, 13c 
und 13d).  
Es erfolgte eine Verifizierung mittels diagnostischer PCR unter Verwendung von Primern, die in 
der Kanamycin-Kassette und im 3`-flankierenden Bereich der deletierten Gene binden und ein 
Produkt von ca. 1.200 bp amplifizieren (Abb. 15C). Getestet wurden alle vier Sporen aus einem 
Ascus. Als Positivkontrollen wurden die Einzeldeletionsmutanten mitgeführt, als 
Negativkontrollen dienten die Wildtypstämme. Für alle vier Klone mit einer potentiellen 
Doppeldeletion (Klon 3a, 3c, 13c und 13d) konnte diese durch eindeutige Banden in der 
Elektrophorese nachgewiesen werden (Abb. 15B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1 Größenstandard 4 Ascospore a  7 Ascospore d 
2 Δhog1   5 Ascospore b  8 WT BY4741 
3 Δpdr12  6 Ascospore c  9 WT BY4742 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Klon 3        a         b       c       d Klon 13       a         b        c        d 
Klon 13 
Klon 13 
KanMX4 5` 3` 
KANfor 
3`- flankierender 
Bereich 
hog1/pdr12 rev 
A 
B 
C 
Abbildung 15: Generierung einer Doppeldeletionsmutante Δhog1 Δpdr12.  
A zeigt das Wachstum der Klone auf YPD mit dem Zusatz von G418 (0,5 mg/ml). B zeigt den Nachweis 
der Doppeldeletion mittels diagnostischer PCR und Agarose-Gelelektrophorese. Als Größenstandard 
diente der GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. C stellt schematisch die Bindestellen der Primer in bzw. in 
der Nähe der Kanamycinkassette (KanMX4) dar. Verwendet wurden die Primer 51, 52 und 53 (Vergleich 
Material und Methoden). 
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Die generierten Doppeldeletionsmutanten wurden mit dem Konstrukt p426-YGP1-tRFP 
transformiert und die Fluoreszenz der Transformanden durch Inkubation in Minimalmedium mit 
der Zugabe von Essigsäure mit dem Plattenreader ermittelt. Zusätzlich zu den vier 
Doppeldeletionsmutanten wurden die Einzeldeletionsmutanten und die Transformanden ohne 
eine Deletion mitgeführt. 
Nach 12 h Inkubation mit der Zugabe von 15 mM Essigsäure verzeichnete die höchste Induktion 
Δhog1 Δpdr12 Klon 3c mit einem 9,4-fachen Wert, gefolgt von BY4742 und 
Δhog1 Δpdr12 Klon 13c mit einer ca. 8-fachen Induktion. Mit einem 5,3-fach induziertem 
Fluoreszenzsignal war Δhog1 Δpdr12 Klon 13d schwächsten. Zusammengefasst war 
Δhog1 Δpdr12 Klon 3c am sensitivsten gegenüber dem Analyten Essigsäure in einer Konzentration 
von 15 mM (Abb. 16A). 
Bei dem Einsatz von 30 mM Essigsäure konnte Δhog1 Δpdr12 Klon 3c nach 12 h Inkubation mit 
einer 8,5-fach induzierten Fluoreszenz jedoch nicht die Höhe der Induktionen der 
Transformanden mit der Einzeldeletion Δpdr12 (13,4-fach) bzw. der Transformanden mit 
Wildtyphintergrund BY4742 (12,9-fach) erreichen. Dafür war die Induktion von 
Δhog1 Δpdr12 Klon 3a nahezu identisch mit der von Transformanden mit der Einzeldeletion 
Δpdr12 (Daten nicht gezeigt). 
Die Untersuchungen zeigten, dass durch den Einsatz von Doppeldeletionsmutanten Δhog1 Δpdr12 
Fluoreszenzsignale im Vergleich zu transformierten Stämmen mit Wildtyphintergrund bzw. der 
Einzeldeletion nicht wesentlich verstärkt wurden.  
Hinsichtlich einer erhöhten Signalstärke oder kürzeren Reaktionszeit war für den schon im Kapitel 
3.3 charakterisierten Ganzzellsensor für die Essigsäure kein Einfluss der Deletion nachweisbar. 
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3.5 Charakterisierung eines Ganzzellsensors mit genomisch integriertem 
Reportergenkonstrukt 
Eine Vielzahl von inneren und äußeren Faktoren hat einen Einfluss auf die Stabilität der in die 
Hefezelle eingebrachten Plasmide. So spielen beispielsweise die Anzahl der Kopien, die Struktur 
des Konstruktes, die Expressionshöhe und der verwendete Selektionsmarker eine Rolle. Daneben 
sind auch äußere Faktoren wie das eingesetzte Medium, physikalische Wachstumsparameter und 
die Analytenlösung von Bedeutung (Zhang et al., 1996). Aus diesen Gründen wurde im weiteren 
Verlauf der Arbeit das geeignete Reportergenkonstrukt 5`-YGP1-tRFP stabil im Genom von 
S. cerevisiae integriert.  
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Abbildung 16: Untersuchung von Wildtypen und Einzeldeletionsmutanten (A) im Vergleich 
zu Doppeldeletionsmutanten Δhog1 Δpdr12 (B) hinsichtlich einer Optimierung der 
generierten Ganzzellsensoren. Die entsprechenden Stämme wurden mit p426-YGP1-tRFP 
transformiert. Eine schwarze 96-Well-Platte wurde mit den Transformanden mit einer OD600 von 0,1 
angeimpft und bei 30 °C im Plattenreader kultiviert. Die optische Dichte (595 nm) sowie die durch 
Zugabe von 15 mM Essigsäure induzierte Fluoreszenz (Anregung 550 nm, Emission 590 nm) 
wurden über einen Zeitraum von 16 h aufgenommen. Gezeigt wird die x-fache Induktion der 
Fluoreszenz (Verhältnis der Signale von MM4 mit 15 mM Essigsäure zu MM4 ohne Essigsäure) 
normiert auf die Zelldichte bei 595 nm. Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung 
von 3 biologisch unabhängigen Replikaten.  
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Durch die genomische Integration von Reportergenkonstrukten können zwar schwache, dafür aber 
gleichmäßige Signale ohne Zell-Zell-Variation beobachtet werden (Groß, 2011). Außerdem 
verändert sich bei einer stabilen Integration die Anzahl an Kopien in der Zelle während des 
Wachstums nicht und ein Vergleich zwischen verschiedenen Experimenten ist durch eine bessere 
Reproduzierbarkeit des Fluoreszenzsignals möglich (Mirisola et al., 2007). 
 
3.5.1  Genomische Integration des Reportergenkonstruktes 5`-YGP1-tRFP 
Das geeignete Reportergenkonstrukt mit dem 5`-regulatorischen Bereich von YGP1 wurde stabil 
in den TYR1-Lokus im Genom von beiden Paarungstypen S.c. BY4741 (Mat a) und S.c. BY4742 
(Mat α) integriert (Mirisola et al., 2007). Dazu wurde dieses Konstrukt zunächst aus dem 
ursprünglichen Mumberg-Vektor in einen Vektor vom Typ pFA6a-natMX6 überführt (Abb. 29A 
im Anhang) und dies durch diagnostische PCR und Sequenzierung verifiziert (Daten nicht gezeigt). 
Die Integrationskassette „Promotor-tRFP-Terminator-Nourseothricin-Resistenzkassette“ wurde 
mittels 2-stufiger Standard-PCR amplifiziert und das gereinigte PCR-Produkt in die Hefe 
transformiert. Die Integration in das Genom der Hefe erfolgte über homologe Rekombination 
(Gadaleta et al., 2013). Zur Selektion der Transformanden wurden diese auf YPD-Medium mit 
100 µg/ml Nourseothricin kultiviert. Nach zwei bis drei Tagen Inkubation zeigten sich deutliche 
Kolonien, die auf YPD mit Nourseothricin subkultiviert wurden (Daten nicht gezeigt). 
 
3.5.2  Verifizierung der genomischen Integration in den TYR1-Lokus 
3.5.2.1 Wachstumsuntersuchung 
Durch die Integration des Reportergenkonstruktes in den TYR1-Lokus wurde die kodierende 
Sequenz für Tyr1p, ein Enzym, welches bei der Tyrosinbiosynthese eine Rolle spielt, deletiert. 
Somit konnte durch einen Wachstumstest mit bzw. ohne Zugabe von Tyrosin im Minimalmedium 
eine korrekte Integration einfach nachgewiesen werden (Mirisola et al., 2007). Zum Vergleich 
wurden die Ursprungsstämme mitgeführt. Auf der Platte mit Tyrosin wuchsen erwartungsgemäß 
alle getesteten Hefestämme. Wurde kein Tyrosin zum Minimalmedium zugegeben, zeigten die 
Transformanden kein Wachstum, was die Deletion des TYR1-Lokus durch die Integration des 
Reportergenkonstruktes bestätigte (Abb. 17A).  
Darüber hinaus erfolgte der Nachweis einer erfolgreichen genomischen Integration über 
diagnostische PCR (Abb. 17B, C) und die Sicherstellung des Ausschlusses einer Mutation mittels 
Sequenzierung. 
  Ergebnisse 
87 
 
 
 
 
 
 
3.5.2.2  Expressionsnachweis des Reportergens auf Proteinebene 
Zur Prüfung, ob es eine Korrelation zwischen gebildetem Protein und der gemessenen Fluoreszenz 
gibt bzw. inwieweit das gebildete Protein stabil ist, erfolgte mittels Western-Blot und 
Immundetektion der Nachweis der Expression des Reportergens tRFP auf Proteinebene in 
Abhängigkeit von Essigsäure. Neben den Transformanden mit erfolgreicher Integration in den 
TYR1-Lokus (BY4741 tyr1::YGP1-tRFP natMX6 und BY4742 tyr1::YGP1-tRFP natMX6) wurden 
auch der Wildtypstamm S.c. BY4742 und der plasmidbasierte Ganzzellsensor S.c. BY4742 + p426-
YGP1-tRFP mitgeführt. Die Stämme wurden in Minimalmedium ohne bzw. mit der Zugabe von 
15 bzw. 30 mM Essigsäure für ca. 16 h inkubiert. Nach mechanischer Lyse der Zellen wurden je 
30 µg Protein des Zelllysats mittels SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend 
mittels Western-Blot auf eine PVDF-Membran transferiert. Nach dem Transfer wurden die 
verbliebenen Proteine im SDS-Gel mittels kolloidalem Coomassie® angefärbt. Der spezifische 
Nachweis des Reportergens tRFP erfolgte durch Immundetektion auf der PVDF-Membran mit 
Antikörpern gegen tRFP (Abb. 18).  
1   Wildtyp 
2   tyr1::YGP1-tRFP natMX6 
A B 
C 
Abbildung 17: Nachweis der genomischen Integration des Konstrukts 5`-YGP1-tRFP in den  
TYR1-Lokus. A zeigt einen Wachstumstest auf Minimalmedium. Wildtyp S.c. BY4741 bzw. BY4742 und 
Transformanden S.c. BY4741 tyr1::YGP1-tRFP bzw. S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP wurden dazu 1 Tag auf 
Minimalmediumplatten mit bzw. ohne Tyrosin bei 30 °C kultiviert. B zeigt ein Ergebnis der 
Agarosegelelektrophorese nach diagnostischer PCR zum Integrationsnachweis. Als Kontrolle wurde der 
Wildtypstamm ohne Integration mitgeführt. Als Größenstandard diente der 
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. C stellt schematisch die Bindestellen der für die diagnostische PCR 
eingesetzten Primer dar. Beim Einsatz der Primer 34 und 37 entsteht ein ca. 2.143 bp großes Fragment. 
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Im Coomassie®-gefärbten Gel wurde ersichtlich, dass bei jeder Probe in etwa die gleiche Menge an 
Protein aufgetragen worden war (oberer Teil Abb. 18). Bei der Detektion mittels spezifischer 
Antikörper zeigte sich wie erwartet beim Wildtypstamm S.c. BY4742 kein tRFP-spezifisches Signal. 
Somit konnte kein tRFP nachgewiesen werden. Sowohl für den plasmidbasierten Ganzzellsensor 
als auch die Sensoren mit integriertem Reportergenkonstrukt konnte im Gel tRFP mit einem 
apparenten Molekulargewicht von ca. 23 kDa (theoretisches Molekulargewicht: 26,1 kDa) auf 
Proteinebene detektiert werden. Die Stärke der Signale korrelierte dabei in der Regel mit der Menge 
an eingesetzter Essigsäure. Bei S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP natMX6 war das Signal bei Zugabe 
von 30 mM Essigsäure nicht stärker als beim Einsatz von 15 mM Essigsäure. Jedoch ist im 
Coomassie®-Gel deutlich zu erkennen, dass in dieser Spur weniger Proteine aufgetragen worden 
waren. Bei dem plasmidbasierten Ganzzellsensor waren die Signale von tRFP erwartungsgemäß 
deutlich stärker als bei den Stämmen mit genomisch integriertem Reportergenkonstrukt. 
Interessanterweise konnte, wenn auch in geringerem Maße, bei allen generierten Stämmen tRFP 
auch ohne Induktion mit Essigsäure auf Proteinebene nachgewiesen werden (unterer Teil Abb. 18). 
mM Essigsäure   0        15        30 0          15        30 0          15       30 0         15       30 
35 kDa 
25 kDa 
15 kDa 
WT BY4742 
BY4742 + 
p426-YGP1-tRFP 
BY4741 tyr1:: 
YGP1-tRFP 
BY4742 tyr1:: 
YGP1-tRFP St. 
Abbildung 18: Nachweis der Expression des Reportergens tRFP auf Proteinebene. Die 
Transformanden mit genomisch integriertem Reporterkonstrukt (BY4741 tyr1::YGP1-tRFP und 
BY4742 tyr1::YGP1-tRFP), der plasmidasierte Ganzzellsensor (BY4742 + p426-YGP1-tRFP) sowie der 
Wildtyphefestamm (WT) BY4742 wurden in Minimalmedium mit 15 bzw. 30 mM oder ohne Essigsäure für 
16 h kultiviert. Nach mechanischer Lyse der Hefezellen wurden jeweils 30 µg Proteine mittels SDS-PAGE 
elektrophoretisch aufgetrennt und durch einen Western-Blot auf eine PVDF-Membran transferiert. Nach dem 
Transfer wurden die noch verbliebenen Proteine im Gel mit colloidalem Coomassie® angefärbt (oberer Teil 
der Abb.). Der spezifische Nachweis des Reportergens tRFP (unterer Teil der Abb.) erfolgte auf der PVDF-
Membran durch Immundetektion mit Antikörpern gegen tRFP (Evrogen). Als Größenstandard (St.) wurde 
der PageRuler™ Plus Prestained (Thermo Scientific) eingesetzt. 
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3.5.3  Vergleich der Fluoreszenz von plasmidbasierten und genomisch integrierten 
Biosensoren 
3.5.3.1  Fluoreszenzanalyse auf Einzelzellebene mittels Durchflusszytometrie 
Mittels durchflusszytometrischer Untersuchungen wurden die Größe, die Granularität und die 
Fluoreszenz von 20.000 Einzelzellen erfasst. Eine Auswertung der Ergebnisse fand mit Excel statt. 
Es erfolgte eine vergleichende Untersuchung des Wildtypstammes S.c. BY4742, des 
plasmidbasierten Ganzzellsensors mit dem 5`-regulatorischen Bereich von YGP1 und eines 
Stammes mit stabiler genomischer Integration des Reportergenkonstruktes 
(S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP). Die Stämme wurden ca. 16 h in Minimalmedium mit dem Zusatz 
von 15 mM Essigsäure kultiviert. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte mittels CyFlow SL 
(Sysmex Partec GmbH). Bei dem Wildtypstamm zeigten erwartungsgemäß nahezu 100 % der 
untersuchten Zellen keine Fluoreszenz. Plasmidbasiert fluoreszierten rund 60 % der untersuchten 
Zellen. Die Stärke der Fluoreszenz war jedoch nicht einheitlich, sondern zeichnete sich durch eine 
sehr breite Streuung über den gesamten Fluoreszenzbereich aus. Bei dem Stamm mit dem 
genomisch integrierten Reportergenkonstrukt wurde bei 70 % Zellen eine Fluoreszenz detektiert. 
Im Gegensatz zum plasmidbasierten Sensor fluoreszierten die Zellen hier zwar einheitlicher, 
gekennzeichnet durch eine weniger breite Streuung der Fluoreszenz, dafür aber deutlich schwächer 
(Abb. 19). 
 
 
Abbildung 19: Einzelzellanalyse mittels Durchflusszytometrie. Mit Hilfe des Zytometers (CyFlow® 
SL, Partec) wurde von jeweils 20.000 Zellen die rote Fluoreszenz (Anregung mit 488 nm, Emission bei 
590/50 nm) erfasst. Die Durchflussrate betrug 100-200 Zellen/s. Es erfolgte ein Vergleich zwischen dem 
Wildtyp S.c. BY4742 (grün), S.c. BY4742 transformiert mit dem Konstrukt p426-YGP1-tRFP (blau) und 
S.c. BY4742 mit genomisch integriertem 5`-YGP1-tRFP (rot). Dargestellt sind alle Zellen mit einem 
Fluoreszenzereignis (Value > 0). 
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3.5.3.2 Fluoreszenzanalyse der Zellpopulation mittels Fluoreszenzplattenreader 
Die Analyse der Fluoreszenz der Gesamtpopulation an Zellen erfolgte mittels Mikroplattenreader 
Dazu wurde eine vergleichende Analyse der Fluoreszenz des genomisch integrierten und des 
plasmidbasierten Ganzzellsensors durchgeführt.  
Bei Einsatz von 5 mM Essigsäure erreichte der plasmidbasierte Sensor nach 12 h Inkubation mit 
einer 3-fachen Induktion sein Maximum. Danach fiel die Induktion wieder ab. Nach der 
genomischen Integration wurde bei Zugabe von 5 mM Essigsäure nach 12 h Inkubation eine 1,6-
fache Induktion ermittelt. Die Induktion blieb im weiteren Verlauf der Messung konstant (Daten 
nicht gezeigt). Plasmidbasiert wurde bei Zugabe von 15 mM Essigsäure zum Medium eine 
maximale Induktion nach 12 h Inkubation von 8,3-fach ermittelt. Nach 22 h Inkubation erfolgte 
ein Abfall der Induktion auf das 6,2-Fache. Im Gegensatz dazu wurde für den genomisch 
integrierten Sensor nach 12 h Inkubation mit einer 2,5-fachen Induktion das Maximum erreicht. 
Danach blieb das Induktionssignal über die Zeit konstant (Abb. 20). Wurden dem Minimalmedium 
30 mM Essigsäure zugegeben erreichte der plasmidbasierte Sensor nach 14 h Inkubation mit 13,7-
fach die höchste Induktion, S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP nach 12 h eine 4,4-fache Induktion 
(Daten nicht gezeigt). 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Fluoreszenzsignal des genomisch integrierten 
Ganzzellsensos in Gegenwart von Essigsäure stets deutlich geringer als das der plasmidbasierten 
Sensorhefe war.  
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Abbildung 20: Vergleich der Fluoreszenzinduktion eines plasmidbasierten Ganzzellsensors 
(S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP) und eines Sensors mit genomisch integriertem 
Reportergenkonstrukt (S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP). Die Stämme wurden mit einer Start-
OD600 von 0,1 in eine 96-Well-Mikrotiterplatte verbracht und im Mikroplattenreader bei 30 °C für 
22 h inkubiert. Dabei erfolgte eine Detektion der optischen Dichte (595 nm) und der durch die 
Zugabe von 15 mM Essigsäure induzierten Fluoreszenz (550/590 nm). Gezeigt wird die Induktion 
der Fluoreszenz (Verhältnis der Signale von MM4 mit 15 mM Essigsäure zu MM4 ohne Essigsäure, 
normiert auf die Zelldichte bei 595 nm). Dargestellt sind der Mittelwert und die Standardabweichung 
von 3 biologisch unabhängigen Replikaten. 
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Sowohl auf Einzelzellebene, als auch bei der Untersuchung der Gesamtpopulation war das 
Fluoreszenzsignal nach der genomischen Integration des Reportergenkonstruktes deutlich 
schwächer im Vergleich zum plasmidbasierten Sensor bei gleichen Bedingungen. Dies war jedoch 
zu erwarten, da sich nach der Integration nur noch ein Konstrukt anstelle einer unbekannten 
Anzahl von Plasmiden in der Hefezelle befand. Gleichzeitig zeichnete sich die Fluoreszenz der 
genomisch integrierten Stämme durch gleichmäßigere Signale, ohne große Zell-Zell-Variation aus. 
Dies wurde auch schon in der Arbeit von Groß (2011) beschrieben. 
Sowohl beim plasmidbasierten Sensor als auch bei genomisch integrierten Sensorzellen waren die 
Fluoreszenzsignale abhängig von der eingesetzten Konzentration an Essigsäure. 
 
3.5.4  Genomische Doppelintegration des Reportergenkonstruktes 
Durch eine weitere Integration des Reportergenkonstruktes 5`-YGP1-tRFP, neben der schon 
Bestehenden im TYR1-Lokus, wurde versucht das Fluoreszenzsignal zu verstärken. Die zusätzliche 
Integration erfolgte im URA3-Lokus. Das Gen ist bei dem hier eingesetzten Laborstamm BY4742 
bereits deletiert (Brachmann et al., 1998), sodass davon ausgegangen wurde, dass ein Einbringen 
der Integrationskassette keinen veränderten Einfluss auf den Metabolismus der Zelle hat. Der 
Umfang der Deletion wurde mittels Literaturrecherche und diagnostischer PCR definiert und die 
Integrationsprimer (40 und 43, s. Material und Methoden) dementsprechend gewählt. 
Die zweite Integration erfolgte durch Transformation und homologe Rekombination unter Einsatz 
einer weiteren Resistenzkassette (hphMX6, bleMX6 oder HIS3MX6, Abb. 29B im Anhang). Zum 
Nachweis einer erfolgreichen Integration wurde eine diagnostische PCR durchgeführt (Abb. 21A). 
Die eingesetzten Oligonukleotide binden im URA3-Lokus. Für den Hefestamm Spur 2 konnte 
eine Bande auf Höhe der erwarteten Größe des PCR-Produktes (~ 4.300 bp) bei erfolgreicher 
Integration nachgewiesen werden. Das Ergebnis wurde mittels Sequenzierung verifiziert. Für zwei 
weitere getestete Stämme fiel die diagnostische PCR negativ aus. Die Integration war demzufolge 
nicht im Bereich des URA-Lokus erfolgt. Da diese Stämme aber mit Zugabe des Antibiotikums 
wuchsen, hatte eine Integration stattgefunden. Als Kontrolle für den PCR-Nachweis diente ein 
Stamm mit einer einfachen Integration im TYR1-Lokus (Abb. 21A). Eine Kultivierung von 
Transformanden mit der HIS3MX6-Kassette schlug fehl, weswegen dieser Ansatz vorerst nicht 
weiterverfolgt wurde. 
Für die Fluoreszenzmessung wurden neben den Stamm mit der einfachen Integration und dem mit 
der nachgewiesenen Doppelintegration auch zwei andere Hefestämme (3 und 4, Abb. 21) 
untersucht, die beide bereits auf festem Nährmedium eine rötliche Verfärbung der Kolonien 
zeigten. Die Fluoreszenz der Ganzzellsensoren wurde durch Zugabe von 15 mM Essigsäure 
induziert (Abb. 21B, C). 
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Bei Betrachtung der relativen Fluoreszenz konnte für die Stämme 3 und 4 ein kontinuierlicher 
Anstieg der Fluoreszenzsignale ab 4 h Inkubation verzeichnet werden. Die Signale stiegen 
innerhalb der Messzeit auf über 1.000 A.U. an. Dagegen blieb die relative Fluoreszenz bei Stamm 1 
(einfache Integration) bzw. Stamm 2 (Doppelintegration) relativ konstant und stieg nur zum Ende 
der Messung hin leicht an (Abb. 21B). 
 
Durch eine zweite Integration des Reportergenkonstruktes in das Genom der Hefe, neben der 
schon Bestehenden im TYR1-Lokus, konnte lediglich eine geringe Verstärkung des 
Fluoreszenzsignals erreicht werden (Abb. 21C). Eine signifikante Verstärkung konnte nur bei den 
Hefestämmen mit unbekanntem zweitem Integrationsort detektiert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
600
1200
1800
2400
0 4 8 12 16 20
R
e
la
ti
ve
 F
lu
o
re
sz
e
n
z 
in
 
A
.U
.
Zeit in h
1
2
3
4
B
0
2
4
6
8
0 4 8 12 16 20
x-
fa
ch
e
 In
d
u
kt
io
n
Zeit in h
1
2
3
4
C
5.000 bp 
1.500 bp 
500 bp 
  1         2         3       4 
1) BY4742 tyr1::YGP1-tRFP natMX6  
(~ 740 bp)  
 
2) BY4742 tyr1::YGP1-tRFP natMX6; 
ura3::YGP1-tRFP hphMX6 (~ 4.300 bp) 
 
3) BY4742 tyr1::YGP1-tRFP natMX6; 
ura3::YGP1-tRFP bleMX6 (~ 3.700 bp) 
 
4) BY4742 tyr1::YGP1-tRFP natMX6; 
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Abbildung 21: Genomische Doppelintegration des Reportergenkonstruktes 5´-YGP1-tRFP zur 
Amplifikation des durch Essigsäure ausgelösten Fluoreszenzsignals. Es erfolgte ein Vergleich 4 
verschiedener Stämme: Einfache genomische Integration (1), verifizierte Doppelintegration (2) und 
Doppelintegration mit unbekanntem 2. Integrationsort (3 und 4). A zeigt das Ergebnis der 
Agarosegelelektrophorese nach diagnostischen PCR zum Nachweis der zweiten Integration von „YGP1-
tRFP-Resistenzkassette“ in den Bereich des URA3-Lokus. In Klammern angegeben ist die erwartete Größe 
des PCR-Produktes bei erfolgreicher Integration. Die Abbildungen B (Relative Fluoreszenz, 
Fluoreszenzsignale normiert auf OD595) und C (Induktion der Fluoreszenz, Verhältnis der relativen 
Fluoreszenzen von MM4 mit 15 mM Essigsäure zu MM4 ohne Essigsäure) zeigen die Ergebnisse der 
Fluoreszenzmessung (FLUOstar OPTIMA; 550/590 nm) bei Einsatz von 15 mM Essigsäure. Dargestellt 
sind Mittelwert und Standardabweichung von 3 biologisch unabhängigen Replikaten. 
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3.6 Untersuchungen zur Langzeitstabilität von Hefe-Ganzzellsensoren 
In diesem Kapitel sollte die Langzeitstabilität von Ganzzellsensoren untersucht werden und dabei 
überprüft werden, inwieweit sich Sporen, als Dauerformen der Hefezelle, zur Lagerung der 
generierten Sensoren über einen längeren Zeitraum eignen. 
Bei der Sporulation gehen diploide Zellen unter bestimmten Bedingungen in die Meiose über 
(Prescott, 1975) und bilden einen Ascus mit vier haploiden Ascosporen (Fast, 1973; Treco und 
Winston, 2008). 
Durch ihren speziellen Wandaufbau aus verschiedenen sporenspezifischen Schichten sind Sporen 
besonders resistent gegenüber negativen Umwelteinflüssen (Briza et al., 1988; Herman und Rine, 
1997; Suda et al., 2009), weswegen sie sich als Möglichkeit zur Lagerung von Ganzzellsensoren 
eignen. Unter günstigen Bedingungen keimen aus den Sporen wieder vegetative Zellen aus 
(Herskowitz, 1988; Suda et al., 2009). 
 
3.6.1  Generierung von Sporen des Hefe-Ganzzellsensors 
Zur Herstellung von diploiden Zellen wurden die beiden Stämme unterschiedlichen Paarungstyps 
mit der stabilen Integration des Reportergenkonstruktes (S.c. BY4741 tyr1::YGP1-tRFP und 
S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP) gekreuzt. Die so erzeugten diploiden Zellen wurden durch 
Aufbringen auf Minimalmedium ohne die Zugabe von Methionin und Lysin selektiert. Durch die 
Paarung wurde die Auxotrophie für diese Aminosäuren komplementiert. Die parallel zu den 
Diploiden als Kontrollen aufbrachten Stämme S.c. BY4741 tyr1::YGP1-tRFP und 
S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP zeigten kein Wachstum auf Minimalmedium ohne die Zugabe von 
Methionin und Lysin (Daten nicht gezeigt). 
 
Die erzeugten diploiden Zellen wurden durch Inkubation in 1 %-iger Kaliumacetatlösung unter 
Schütteln bei RT zum Sporulieren gebracht. Es erfolgte eine regelmäßige mikroskopische 
Kontrolle des Fortschritts der Sporulation. Nach 4 bis 5 Tagen Inkubation waren deutlich Asci zu 
erkennen. Daneben befanden sich jedoch auch nicht-sporulierte vegetative Zellen in der 
Suspension (Abb. 22C2). Das war zu erwarten, da die verwendeten Hefestämme auf den 
Ursprungsstamm S288c zurückgehen. Dieser ist nach Deutschbauer und Davis (2005) ein Stamm 
mit einer sehr niedrigen Sporulationseffizienz. Die Autoren konnten nach einer Woche Inkubation 
der Zellen in Sporulationsmedium eine Sporulationsrate von lediglich 20 % beobachten.  
 
Zur Anreicherung der Sporen und Abtötung nicht-sporulierter diploider Zellen wurde eine 
zufällige Sporenanalyse durchgeführt. Diese Methode wird angewendet, wenn eine große Anzahl 
an Sporen benötigt wird. Es braucht dazu keine spezielle Ausrüstung, lediglich die Ascuswand muss 
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enzymatisch, physikalisch oder mechanisch zerstört werden, um die Sporen freizusetzen. Der 
Nachteil dieser Methode besteht darin, dass im Nachhinein die vier Sporen nicht mehr einem Ascus 
zugeordnet werden können (Bahalul et al., 2010). 
Bezugnehmend auf Leupold (1957) sowie Zakharov und Inge-Vechtomov (1964) wurde zur 
Abtötung noch vorhandener vegetativer Zellen die Sporulationskultur zuerst mit 30 %-igem 
Ethanol versetzt. Da in der Regel die Ascosporen nicht spontan aus dem Ascus entlassen werden, 
musste die Ascuswand enzymatisch aufgebrochen werden (Samsonova et al., 1985). Dazu wurde 
die Kultur mit einer Zymolyase 20 T-Lösung inkubiert (~250 U/ml). 
 
Der Nachweis des Erfolgs einer solchen Behandlung erfolgte durch Aufbringen von mit Ethanol 
und Zymolyase behandelten Zellen auf YPD-Vollmedium bzw. durch eine Vitalitätsfärbung mit 
Methylenblau (Abb. 22B). Nach 2 Tagen Inkubation wurde bei der ursprünglichen 
Sporensuspension ein deutliches Wachstum mit Rasenbildung bei den niedrigeren 
Verdünnungsstufen beobachtet. Im Vergleich dazu wurden durch eine solche Behandlung bei einer 
Kultur vegetativer diploider Zellen nahezu alle Zellen abgetötet. Lediglich vereinzelte Zellen 
keimten zu Kolonien aus (Abb. 22A). 
Die Vitalitätsfärbung zeigt, dass durch die Behandlung mit 30 % Ethanol vegetative Zellen 
erfolgreich abgetötet werden (Abb. 22B2). Außerdem führte die Behandlung mit den 
zellwandabbauenden Enzymen zu einer Zersetzung der Zellwand und Lyse der vegetativen Zellen 
(Abb. 22B3). 
Nach der Anreicherung der Sporen in Suspension lagen diese in denen von Emeis und Gutz (1958) 
beschriebenen typischen Trauben zusammen (Abb. 22C3). 
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Abbildung 22: Anreicherung von Sporen und Abtötung nicht sporulierter vegetativer Zellen durch 
eine Behandlung mit Ethanol und Zymolyase. 
A dokumentiert den Nachweis der erfolgreichen Behandlung über Wachstum auf YPD. Die Hefestämme 
wurden mit 30 % EtOH und Zymolyase-Lösung behandelt. Anschließend wurden 8 µl Zellsuspension pro 
Verdünnungsstufe auf eine YPD-Platte getropft und die Platte 2 Tage bei 30 °C inkubiert. WT BY4743: 
diploider S.c. Wildtypstamm von Euroscarf; KH Mat a/α -YGP1-tRFP: erzeugter diploider Stamm durch 
Kreuzung S. c. BY4741 tyr1::YGP1-tRFP und S .c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP; KH YGP1-tRFP_SPO: 
sporulierte Hefen vom diploiden Ausgangsstamm (KH Mat a/α tyr1:: YGP1-tRFP).  
B zeigt den Nachweis der erfolgreichen Behandlung durch Vitalitätsfärbung mit Methylenblau. Es wurde 
mit dem Keyence Biozero 8000 (Objektiv: Plan Apo 20x NA 0,75) bei 20-facher Vergrößerung 
mikroskopiert. B1: Über-Nacht-Kultur diploider vegetativer Zellen, B2: Nach der Behandlung mit 30 % 
EtOH für 30 min, B3: Nach der Behandlung mit 30 % EtOH für 30 min und Zymolyase-Lösung für 
30 min. Die Weißen Balken entsprechen 10 µm.  
C zeigt mikroskopische Aufnahmen im Verlauf einer zufälligen Sporenanalyse. Die Mikroskopie erfolgte 
mit dem Keyence Bizero 8000 (Objektiv: Plan Apo 20x NA 0,75) bei 20-facher Vergrößerung. C1: Kultur 
diploider Hefezellen in YPD nach Inkubation für 16 h bei 180 r.p.m. und 25 °C. C2: Sporulationskultur 
nach Inkubation in 1 %-Kaliumacetat-Lösung bei 180 r.p.m. und 25 °C für 4 Tage. C3: Kultur nach 
Anreicherung der Sporen und Abtötung nicht-sporulierter diploider Zellen durch Inkubation mit 30 % 
Ethanol für 30 min bei Raumtemperatur gefolgt von Zymolyase-Lösung für weitere 30 min bei 30 °C. Die 
weißen Balken entsprechen 10 µm. 
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3.6.2  Lagerung und Reaktivierung der Sporen 
Die Sporen wurde in Aliquots als Pellet oder in Suspension gelöst in PBS bei RT, 4 °C, -20 °C und 
-80 °C gelagert. Nach bestimmten Zeitpunkten (sofort, 1 Woche, 2 Wochen, 4 Wochen, 
7 Wochen, 3 Monate und 6 Monate) erfolgte eine Reaktivierung durch Aufbringen der 
Sporensuspension auf Vollmedium.  
In der Regel wurden nach 1 bis 2 Tagen Inkubation auf festem Vollmedium bei 30 °C Kolonien 
erhalten. Dabei war das Wachstumsverhalten zu Beginn der Lagerung nahezu identisch. Je länger 
die Sporen gelagert worden waren, desto mehr zeigte sich, dass eine Lagerung bei -80 °C am 
vorteilhaftesten war, da hier mehr Sporen wieder zu Zellen auskeimten (Daten nicht gezeigt). 
 
3.6.3  Reportergenexpression nach Lagerung der Hefe-Ganzzellsensoren 
Nach Reaktivierung der Hefen aus den Sporen wurde mittels Mikroplattenreader die durch 
Essigsäure ausgelöste Fluoreszenz der Population bestimmt (Abb. 23). Bei der Lagerung bei RT 
konnte, unabhängig ob als Pellet oder in Lösung aber auch vom Zeitraum, für die reaktivierten 
Zellen nach 12 h Inkubation bei Zugabe von 15 mM Essigsäure eine 3-fache Induktion des 
Fluoreszenzsignals ermittelt werden (Abb. 23). Ein ähnliches Bild zeigte sich auch bei Einsatz von 
5 bzw. 30 mM Essigsäure. Für 5 mM wurde nach 12 h Inkubation eine 1,5 bis 2-fache Induktion 
beobachtet, bei Einsatz von 30 mM Essigsäure eine ca. 5-fache Induktion (Daten nicht gezeigt). 
Die Höhe der Fluoreszenzsignale war demzufolge abhängig von der eingesetzten Konzentration 
an Essigsäure. Für die anderen Lagerungsbedingungen (bei 4 °C, -20 °C und -80 °C) wurden 
ähnliche Werte für die Induktion der Fluoreszenz erhalten (Abb. 30 im Anhang). 
 
Beim Vergleich der Induktion der Fluoreszenzsignale von der Hefe ohne das Durchlaufen der 
Sporulation (S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP) mit dem Hefestamm nach Sporulation und 
Reaktivierung (KH YGP1-tRFP_SPO) konnten für Letzteren ab 4 h Inkubation höhere 
Induktionswerte beobachtet werden. So wurde nach 12 h Inkubation in MM4 mit 15 mM 
Essigsäure für S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP eine 2,5-fache Induktion ermittelt. Im Vergleich dazu 
war die Induktion der Zellen, die Sporulation und nachfolgende Reaktivierung durchlaufen haben, 
3-fach erhöht (Abb. 31 im Anhang).  
 
Auch nach sechs Monaten Lagerung der Ganzzellsensoren in Form von Sporen wurden nach 
Reaktivierung der Sensorhefen Fluoreszenzsignale wie vor Beginn der Lagerung beobachtet, dabei 
spielten zu diesem Zeitpunkt weder die Form der Lagerung (ob als Pellet oder in Lösung), noch 
die Dauer der Lagerung eine Rolle. 
  Ergebnisse 
97 
 
Abbildung 23: Induktion der Fluoreszenz des Ganzzellsensors S.c. BY4742 tyr1::YGP1-
tRFP natMX6 nach Lagerung als Sporen bei Raumtemperatur als Pellet (A) oder gelöst in PBS (B) 
und Reaktivierung zu bestimmten Zeitpunkten. Die Fluoreszenz wurde durch Zugabe von 15 mM 
Essigsäure zum Medium induziert. Eine schwarze 96-Well-Platte wurde mit den reaktivierten Stämmen mit 
einer OD600 von 0,1 angeimpft. Es erfolgte eine Inkubation bei 30 °C für mind. 12 h im 
FLUOstar OPTIMA. Dabei erfolgte eine Detektion der Fluoreszenz (550/590 nm) und der optischen 
Dichte (595 nm). Dargestellt ist die Induktion der Fluoreszenzsignale (Verhältnis der Fluoreszenz normiert 
auf OD595 von MM4 mit 15 mM Essigsäure zu MM4 ohne Essigsäure). Gezeigt werden Mittelwert und 
Standardabweichung von 3 biologisch unabhängigen Messungen. 
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3.7 Signalverstärkung des Ganzzellsensors mit genomisch integriertem 
Reportergenkonstrukt 
Bei Einsatz von Ganzzellsensoren mit genomisch integrierten Reportergenkonstrukten wurden 
nach 12 h Inkubation der Hefezellen in MM4 mit der Zugabe von 15 mM Essigsäure 2,5-fache 
(einfache Integration, Vergleich Abb. 20) bis 3,3-fache (Doppelintegration, Vergleich Abb. 21C) 
Fluoreszenzinduktionen ermittelt. Im Vergleich dazu wurden mit dem plasmidbasierten Sensor 
unter den gleichen Bedingungen bis zu 10-fach erhöhte Induktionswerte gemessen (Vergleich 
Abb. 9C). Für eine Detektion von niedrigeren Konzentrationen an Essigsäure könnten die 
geringen Induktionswerte der genomisch integrierten Ganzzellsensoren problematisch werden. 
Aus diesem Grund ist eine Verstärkung des Signals sinnvoll und nötig. Dazu wurde der bereits von 
Groß et al. (2011) beschriebene Einsatz des Hefe-Pheromonsystems zur Modulation des 
Fluoreszenzsignals untersucht. 
 
Der Sensor, bspw. S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP, detektiert das Vorhandensein von Essigsäure im 
Medium. Durch die stabile Integration des Reportergenkonstruktes 5`-YGP1-tRFP im TYR1-
Lokus kann ein schwaches rotes Fluoreszenzsignal (Vergleich Fluoreszenz bei Integration, 3.5.3) 
über die Zeit ausgelesen werden. Gleichzeitig wird die Sensorzelle mit dem Plasmid p426-YGP1-
MFα1 transformiert. Der ORF von MFα1 (Mating Pheromone alpha Factor 1) befindet sich unter der 
Kontrolle des Essigsäure-sensitiven Promotors. Als Reaktion auf Essigsäure schüttet die 
Sensorzelle α-Faktor ins Medium aus. Zur Generierung der Reporterzellen wurde der Stamm 
S.c. BY4741 Δbar1 gewählt, da BAR1 für eine Protease kodiert, welche am Abbau des α-Faktors 
beteiligt ist (MacKay et al., 1988). Die Reporterzellen vom Typ BY4741 verfügen über Rezeptoren 
für den α-Faktor und werden mit einem Konstrukt transformiert, beim dem der ORF für tRFP mit 
dem 5`-regulatorischen Bereich von FIG1 gekoppelt ist. FIG1 ist ein frühes Ziel der 
Pheromonsignalkaskade. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des Gens durch den α-
Faktor 100-fach induziert wird (Erdman et al., 1998; Roberts et al., 2000). Durch Bindung des 
Signalmoleküls kommt es zu einem verstärkten Fluoreszenzsignal, da Sensor- und Reporterzellen 
im Verhältnis 1:10 kokultiviert werden (Abb. 24A). 
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Abbildung 24: Schematische Darstellung des Einsatzes des Hefe-Pheromonsystems zur 
Amplifikation des Fluoreszenzsignals. A zeigt die Ko-Kultivierung von Sensor- und Reporterzellen. Die 
Sensorzelle mit genomisch integriertem Reportergenkonstrukt 5´-YGP1-tRFP wurde mit einem Plasmid, 
bei welchem sich der ORF für MFα1 unter der Kontrolle von 5´-YGP1 befindet, transformiert. Als Reporter 
dienen Zellen, mit dem Plasmid p426-FIG1-tRFP. Die Sensorzelle registriert das Vorhandensein von 
Essigsäure und schüttet als Reaktion α-Faktor aus. Durch das genomisch integrierte Reportergenkonstrukt 
wird zudem ein schwaches rotes Fluoreszenzsignal erzeugt. Die Reporterzellen vom Typ BY4741 verfügen 
über Rezeptoren für den α-Faktor. Durch Bindung wird eine Signalkaskade ausgelöst, infolge es zur 
Induktion des FIG1-Promotors und zur Bildung von tRFP kommt. B stellt eine Hefezelle dar, die sowohl 
Sensor als auch Reporter ist. Bei Vorhandsein von Essigsäure im Medium sendet die Zelle, neben einem 
schwachen roten Fluoreszenzsignal, α-Faktor aus. Gleichzeitig besitzt die Zelle vom Typ BY4741 
Rezeptoren für das Molekül. Durch Bindung wird der FIG1-Promotor aktiviert und tRFP hochexprimiert. 
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3.7.1  Optimierung mittels Hefe-Pheromonsystem 
Es erfolgte eine Kokultivierung von Sensor- und Reporterzellen im Kolben im Verhältnis von 1:10. 
Die Fluoreszenz wurde durch Zugabe von 15 mM Essigsäure induziert. Parallel wurde als 
Kontrolle ein Ansatz ohne Essigsäure mitgeführt. Zu festgelegten Zeitpunkten wurden Proben 
entnommen und Absorption bzw. Fluoreszenz mittels Plattenreader bestimmt. Zusätzlich wurden 
die Proben nach 6 h Inkubation mikroskopiert. Bei Vorhandensein von 15 mM Essigsäure im 
Medium war eine deutliche Shmoobildung als Reaktion auf die Ausschüttung von α-Faktor zu 
erkennen (Abb. 32 im Anhang). 
 
Tabelle 33: Zur Untersuchung der Verstärkung des Signals mittels Hefe-Pheromonsystem 
eingesetzte S. cerevisiae-Stämme 
Bezeichnung Beschreibung 
verwendete 
Abkürzung 
Sensor 1 
BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP 
+ p426-YGP1-MFα1 
S1 
Sensor 2 
BY4742 tyr1::YGP1-tRFP 
+ p426-YGP1-MFα1 
S2 
Reporter 
BY4741 Δbar1 
+ p426-FIG1-tRFP 
R 
Plasmid 
BY4741 Δbar1 
+ p426-YGP1-tRFP 
P 
Kontrolle 1 
BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP 
 
Ko1 
Kontrolle 2 
BY4742 tyr1::YGP1-tRFP 
 
Ko2 
Sensor + Reporter 
BY4741 tyr1::YGP1-tRFP; bar1::YGP1-MFα1 
+ p426-FIG1-tRFP 
SR 
Positivkontrolle 
BY4741 Δbar1 + p426-GPD-MFα1 
 
PK 
 
Als Positivkontrolle (PK) diente ein Stamm mit einem Konstrukt, bei dem sich der ORF für MFα1 
unter Kontrolle des konstitutiven GPD-Promotors befand. Auch ohne die Zugabe von Essigsäure 
konnte bei einer Kokultivierung von Zellen der Positivkontrolle und Reporterzellen im Verhältnis 
1:10 ein verstärktes Fluoreszenzsignal gemessen werden (~42.600 A.U. nach 10 h, Abb. 25). Die 
gemeinsame Kultivierung von zwei verschiedenen Zelltypen funktionierte. 
Als Kontrolle wurde der plasmidbasierte Ganzzellsensor (P) für die Essigsäure mitgeführt. Dazu 
wurden Hefezellen vom Stamm S.c. BY4741 Δbar1 mit dem Mumberg-Vektor p426-YGP1-tRFP 
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transformiert. Nach Zugabe von Essigsäure konnte ein kontinuierlicher Anstieg der relativen 
Fluoreszenz über die Zeit auf ca. 13.600 A.U. nach 10 h Inkubation aufgenommen werden. 
Die Kontrollen 1 und 2 stellen Varianten des Essigsäure-Sensors mit genomisch integriertem 
Reportergenkonstrukt dar. Als Kontrolle 2 (Ko2) dienten Hefezellen vom Typ 
S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP, als Kontrolle 1 (Ko1) Zellen vom Typ 
S.c. BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP. Der Stamm S.c. BY4741 Δbar1 sendet natürlicherweise 
keinen α-Faktor aus. Nach Zugabe des Analyten stieg die relative Fluoreszenz. kontinuierlich auf 
ca. 700 A.U. an (Abb. 25). Der Unterschied zum plasmidbasierten Sensor, in der Höhe der 
Fluoreszenzsignale, war deutlich zu erkennen.  
Bei Sensor 2 (S2) ist das Konstrukt 5`-YGP1-tRFP stabil im Genom von S.c. BY4742 integriert. 
Zusätzlich wurden diese Zellen mit einem Plasmid, auf dem sich der ORF von MFα1 unter der 
Kontrolle des Promotors von YGP1 befindet, transformiert. Bei der Kokultivierung solcher 
Sensorzellen mit Reporterzellen im Verhältnis 1:10 konnte ein kontinuierlicher Anstieg der 
Fluoreszenz von ca. 300 A.U. über die Zeit auf ca. 23.000 A.U. nach 10 h Inkubation gemessen 
werden (Abb. 25). Im Vergleich zu Kontrolle 2, bei der ebenfalls 5`-YGP1-tRFP stabil im Genom 
von S.c. BY4742 integriert worden war, konnte somit die Fluoreszenz signifikant verstärkt werden 
(30-fach nach 10 h).  
Im Gegensatz zu Sensor 2 ist bei Sensorvariante 1 (S1) das Reportergenkonstrukt 5`-YGP1-tRFP 
stabil im Genom von S.c. BY4741 Δbar1 integriert. Auch diese Zellen verfügten zusätzlich über 
Plasmide mit dem Reportergenkonstrukt 5`-YGP1-MFα1. Bei der Kokultivierung mit 
Reporterzellen konnte über die Zeit ein kontinuierlicher Anstieg der Fluoreszenz von zu Beginn 
ca. 300 A.U. auf über 28.000 A.U. nach 10 h detektiert werden (Abb. 25). Im Vergleich zur 
dazugehörigen Kontrolle 1 (S.c. BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP) fand nach 10 h Inkubation eine 
signifikante Amplifikation des Signals um das 42-Fache statt. Außerdem scheint die Verwendung 
des Stammes BY4741 Δbar1 im Vergleich zu BY4742 von Vorteil zu sein. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass das Fluoreszenzsignal durch die Kokultivierung von Sensor- und 
Reporterzellen im Verhältnis 1:10 signifikant verstärkt werden kann. Bei der gleichzeitigen 
Kultivierung von zwei Zelltypen können jedoch keine Angaben zur Synchronität des Wachstums, 
also ob beide Zelltypen im gleichen Umfang und mit der gleichen Geschwindigkeit proliferieren, 
gemacht werden. Deshalb sollten in einem nächsten Schritt Sensor- und Reporterkomponenten in 
einer Zelle untergebracht werden (Abb. 24B). Dazu wurde in Zellen des Stammes S.c. BY4741 mit 
im TYR1-Lokus integrierten Konstrukt 5`-YGP1-tRFP zusätzlich das Konstrukt 5`-YGP1-MFα1 
stabil im BAR1-Lokus integriert und damit gleichzeitig eine Δbar1-Mutante erzeugt. Die Zellen mit 
der Doppelintegration wurden mit dem Vektor p426-FIG1-tRFP transformiert. Die Fluoreszenz 
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wurde durch Zugabe von 15 mM Essigsäure zum Medium induziert. Dabei konnte ein 
kontinuierlicher Anstieg des Fluoreszenzsignals über die Zeit von ca. 300 A.U. über 770 A.U. nach 
4 h auf ca. 1.600 A.U. nach 10 h Inkubation aufgezeichnet werden. Im Vergleich zu Kontrolle 1 
(S.c. BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP) wurde das Signal zwar 2,3-fach amplifiziert, jedoch 18-fach 
geringer im Vergleich zur Kokultivierung von zwei Zelltypen (S1:R, Abb. 25). 
Durch den Einsatz einer Zelle, die sowohl Sensor als auch Reporter ist, konnte das Signal um das 
Doppelte verstärkt werden. Signalverstärkungen wie bei der Kokultivierung von zwei Zelltypen 
konnten damit jedoch nicht erzielt werden. Nach der genomischen Integration liegt nur eine Kopie 
von YGP1-MFα1 anstelle einer unbekannten Anzahl an Plasmiden vor, sodass von einer 
geringeren Ausschüttung von α-Faktor ausgegangen werden kann.  
 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass das geringe Fluoreszenzsignal nach genomischer Integration 
durch den Einsatz des Hefe-Pheromonsystems signifikant verstärkt werden konnte.  
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Abbildung 25: Verstärkung des Fluoreszenzsignals durch den Einsatz des Hefe-
Pheromonsystems. Gezeigt werden der Mittelwert und die Standardabweichung von 3 biologisch 
unabhängigen Replikaten. Es erfolgte eine Kokultivierung von Sensor- und Reporterzellen bzw. von 
Zellen der Positivkontrolle und Reporterzellen im Verhältnis von 1:10 im Kolben bei 30 °C unter 
Schütteln. Die Start-OD600 betrug 1. Zum Zeitpunkt t = 0, 2, 4, 6, 8, 10 h erfolgte eine Probenahme und 
die Messung von Absorption (600 nm) und Fluoreszenz (553/587 nm, Gain 110) in einer schwarzen 96-
Well-Platte mittels Plattenreader (TECAN infinite M200 pro). Die Fluoreszenz wurde durch Zugabe 
von 15 mM Essigsäure induziert (gekennzeichnet durch *). Dargestellt ist die relative Fluoreszenz 
(Fluoreszenz normiert auf OD600). Reporter (R): BY4741 Δbar1 + p426-FIG1-tRFP; Positivkontrolle 
(PK): BY4741 Δbar1 + p426-GPD-MFα1; Sensor 1 (S1): BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP + p426-
YGP1-MFα1; Sensor 2 (S2): BY4742 tyr1::YGP1-tRFP + p426-YGP1-MFα1; Plasmid (P): 
BY4741 Δbar1 + p426-YGP1-tRFP; Kontrolle 2 (Ko2): BY4742 tyr1::YGP1-tRFP; Kontrolle 1 (Ko1): 
BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP; Sensor und Reporter in einer Zelle (SR): BY4741 tyr1::YGP1-
tRFP, bar1::YGP1-MFα1 + p426-FIG1-tRFP. 
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4 Diskussion 
Ein Biosensor besteht aus einer biologischen Sensorkomponente, die eine physikalische oder 
chemische Änderung der Umwelt detektiert. Diese ist gekoppelt mit einem Transducer 
(Signalwandler), der als Reaktion auf die Veränderung der Umwelt ein messbares Signal produziert. 
Basierend auf der Art des biologischen Elements ist eine Einteilung in molekulare, zelluläre und 
gewebebasierte Sensoren möglich (Daunert et al., 2000). Der große Vorteil von zellulären Sensoren 
besteht darin, dass damit die Bioverfügbarkeit eines Analyten detektiert werden kann. Aufgrund 
der Robustheit, geringen Ansprüchen an die Kultivierungsbedingungen und der Möglichkeit einer 
Übertragung der Ergebnisse auf höhere Organismen eignet sich der eukaryotische 
Mikroorganismus S. cerevisiae besonders für die Generierung von Ganzzellsensoren (Baronian, 
2004; Walmsley und Keenan, 2000). Beispielsweise stehen hefebasierte Biosensoren für die 
Detektion von Stickstoff-, Phosphor- und Glukosemangel, von Kupferionen oder Diclofenac zur 
Verfügung (Groß, 2011; Schuller et al., 2017; Thierfelder, 2011; Vopalenska et al., 2015). 
Für die Bestimmung von Analyten in biotechnologischen Prozessen oder Großanlagen sind 
Ganzzellsensoren eine gute Alternative zu bisherigen analytischen Methoden, die in der Regel zeit- 
und kostenintensiv sind, eine umfangreiche Probenvorbereitung erfordern und zumeist einen 
Eingriff in das System bedeuten (Diamantis et al., 2006). Als Referenzanwendung wurde im 
Rahmen dieser Arbeit ein hefebasierter Ganzzellsensor zur Detektion von Essigsäure im 
Biogasprozess generiert. Grundlage der meisten Ganzzellsensoren bildet ein Reportergen, welches 
unter der Kontrolle eines induzierbaren Promotors steht (Adeniran et al., 2015). Diese 
Promotorsequenz stellt das eigentliche Sensorelement dar. Bei Anwesenheit des Analyten induziert 
der Promotor die Expression des Reportergens wodurch ein messbares fluoreszierendes, 
lumineszentes, kolorimetrisches oder elektrisches Signal erzeugt wird (Adeniran et al., 2015; Roggo 
und Meer, 2017). 
Ziel dieser Arbeit war die Generierung eines spezifischen hefebasierten Ganzzellsensors für den 
Analyten Essigsäure beispielsweise zur Überwachung des Biogasprozesses. Mittels 
Transkriptomanalysen und weiterer Literaturrecherchen wurden acht Gene identifiziert, deren 
Expression in Abhängigkeit von Essigsäure verändert wird (Lee et al., 2015; Mira et al., 2010c, 
2010b). Dabei handelte es sich hauptsächlich um Gene, die mit der Zellwand bzw. Zellmembran 
assoziiert sind. Beispielsweise kodieren TPO3 und TPO2 für Transporter zum Export von 
Acetationen, Ygp1p und Spi1p sind an der säureinduzierten Remodellierung der Zellwandstruktur 
beteiligt (Destruelle et al., 1994; Fernandes et al., 2005; Mira et al., 2010a; Simoes et al., 2006). 
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Die Promotorsequenzen dieser acht Gene wurden in Verbindung mit dem Gen für tRFP zur 
Generierung von Reportergenkonstrukten genutzt. 
In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Arbeit diskutiert. Zunächst wird der Einfluss 
der Essigsäure auf die Hefe S. cerevisiae und deren Eignung als Sensorbasis erörtert. Anschließend 
werden die Untersuchungen mit dem generierten Hefe-Ganzzellsensor analysiert. Dabei sollen die 
Vor- und Nachteile eines Sensors mit genomisch integriertem Reportergenkonstrukt im Vergleich 
zu einem plasmidbasierten Sensor erörtert und auf die Möglichkeiten und Herausforderungen des 
Einsatzes des Hefe-Pheromonsystems zur Signalverstärkung eingegangen werden. Weiter soll die 
Bedeutung der vorliegenden Ergebnisse in Bezug auf eine Anwendung zur Überwachung von 
Biogasanlagen und die Lagerungsfähigkeit von Biosensoren analysiert und eingeordnet werden. 
 
4.1 Auswirkungen von Essigsäure auf S. cerevisiae und deren Eignung als Sensorbasis 
Bedeutung der Essigsäure für das Wachstum von S. cerevisiae 
Die meisten Stämme von S. cerevisiae wachsen in Medien mit pH-Werten von 2,5 bis 8,5. Die 
Proliferation ist jedoch in saurem Medium besser als in Neutralem oder Alkalischem (Serra-
Cardona et al., 2015). Subletale Konzentrationen von schwachen Säuren wie der Essigsäure führen 
zu verlängerten lag-Phasen, langsamerem Wachstum und geringerer Biomasseproduktion bei 
S. cerevisiae (Arneborg et al., 2000; Pampulha und Loureiro-Dias, 2000; Stratford und Anslow, 1996). 
Beispielsweise resultierte die Zugabe von 75 mM Essigsäure zum Kulturmedium mit einem pH-
Wert 4 in einer verlängerten Latenzphase (Tenreiro et al., 2000). In ihrem Bestreben den pH-Wert 
im Zellinneren konstant zu halten, pumpt die Zelle aktiv Protonen unter ATP-Verbrauch nach 
außen. Es kommt zu einer Reduktion der Biomassebildung bei Zugabe von Essigsäure, da mehr 
ATP für die Aufrechterhaltung des pH-Wertes als für das Wachstum aufgewendet wird (Maiorella 
et al., 1983; Narendranath et al., 2001). Maiorella und Kollegen (1983) beobachteten eine 80 %-ige 
Reduktion der Biomasseausbeute bei Anwesenheit von 7,5 g/l (125 mM) Essigsäure im Medium. 
In Minimalmedium mit 2 % Glukose verringerte Essigsäure bereits in Konzentrationen von 8 bis 
17 mM die Wachstumsrate (Narendranath et al., 2001). Die Wachstumsbeeinträchtigung von 
S. cerevisiae durch Essigsäure konnte in dieser Arbeit ebenfalls festgestellt werden (Abb. 9A). 
Nach Thomas et al. (2002) ist die Hemmung des Wachstums der Hefe durch Essigsäure eine 
Funktion des pH-Wertes, der Pufferkapazität des Mediums und der Gesamtmenge an zugesetzter 
organischer Säure. Nur die undissoziierte Form der Essigsäure gelangt über Diffusion in die 
Hefezelle (An et al., 2015; Taherzadeh et al., 1997). Die Hemmung des Wachstums von S. cerevisiae 
in Medium mit Glukose ist demzufolge eine Funktion der Konzentration der undissoziierten Säure 
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im Medium (Casal et al., 1996; Cássio et al., 1987). Diese Konzentration wiederum wird direkt vom 
pH-Wert des Mediums bestimmt (Thomas et al., 2002). 
Unter aeroben Bedingungen kann S. cerevisiae kurzkettige organische Fettsäuren wie die Essigsäure 
als Kohlenstoffquelle nutzen. Dazu gibt es verschiedene anabolische Stoffwechselwege, Enzyme 
und spezifische Transportmechanismen (Thomas et al., 2002). In Anwesenheit von Glukose im 
Medium kann die Hefe Essigsäure aufgrund der Glukoserepression nicht verstoffwechseln. Erst 
wenn die gesamte Glukose im Medium verbraucht ist, wird die Essigsäure verwertet (Casal et al., 
1996). Bei einer Kultivierung von Sensorhefen im Kolben (Start-OD 0,5) in Minimalmedium mit 
0,5 g/l Glukose konnte Thierfelder (2011) eine Verstoffwechselung der Glukose innerhalb eines 
Zeitraums von 6 h beobachten. Es ist davon auszugehen, dass bei längerer Inkubation der 
Hefezellen in den Kavitäten einer 96-Well-Platte die Glukose komplett aufgebraucht wird, was zu 
einer Verstoffwechselung des Analyten Essigsäure führt, worauf ein Absinken der Induktion des 
Fluoreszenzsignals zum Ende der Messung hindeuten könnte (Abb. 9C). 
In Medium mit niedrigem pH-Wert bei Zusatz von Glukose und Essigsäure akkumuliert die Säure 
schnell im Zellinneren (Casal et al., 1996). Untersuchungen mit radioaktiv markierter Essigsäure 
haben gezeigt, dass die Aufnahme der Säure in glukosereprimierten Hefezellen einer Michaelis-
Menten-Kinetik folgt, wobei nach ca. 6 h die maximale Transportkapazität erreicht wurde (Casal et 
al., 1996; Sousa et al., 1996). Sousa und Kollegen (1998) beobachteten keine signifikanten initialen 
Aufnahmeraten von Essigsäure und schlussfolgerten daraus, dass zu Beginn der Wachstumsphase 
Essigsäure vor allem über einfache Diffusion in die Zelle gelangt. 
 
Einfluss der Essigsäure im Medium auf den intrazellulären pH-Wert von S. cerevisiae 
Ein intrazellulärer pH-Wert beschreibt den pH-Wert innerhalb des Zytoplasmas einer Zelle. Bei 
S. cerevisiae liegt dieser im neutralen Bereich (Maresova et al., 2010). In verschiedenen Zellorganellen 
von S. cerevisiae befinden sich zudem unterschiedliche pH-Werte. Beispielsweise herrscht in der 
Vakuole und in den sekretorischen Granula ein saurer pH-Wert, in der mitochondrialen Matrix ein 
pH-Wert von ca. 8 und im endoplasmatischen Retikulum ein nahezu neutraler pH-Wert (Orij et al., 
2009). Der pH-Wert in der Zelle verändert sich in Abhängigkeit vom Vorhandensein verschiedener 
Nährstoffe bzw. während des Wachstums der Hefezelle. Zu Beginn der exponentiellen Phase liegt 
er bei rund 7 und fällt dann um ca. 0,3 pH-Einheiten von der Mitte zum Ende der exponentiellen 
Wachstumsphase ab. Nach Verbrauch der gesamten Glukose im Medium liegt der pH-Wert bei 
5,5. Orij et al. (2012) zeigen, dass der intrazelluläre pH sehr schnell (innerhalb einer Minute) wieder 
auf ca. 7 ansteigt, wenn alte Zellen in frischen Medium angeimpft werden. 
Beim Vergleich der Kultivierung von Hefe-Wildtypzellen in Medium mit pH 3 und 5 konnten Orij 
et al. (2012) keine Unterschiede beim intrazellulären pH-Wert beobachten. Befindet sich Essigsäure 
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im Medium, so ist der intrazelluläre pH-Wert nicht von der Gesamtkonzentration der Essigsäure 
abhängig, sondern nur von der Konzentration der undissoziierten Säure. Nur in dieser Form 
gelangt die Essigsäure über passive Diffusion ins Zellinnere, wo es zu einer Dissoziation in 
Protonen und Anionen kommt, was zu einer Erniedrigung des intrazellulären pH-Wertes führt 
(Pampulha und Loureiro-Dias, 1989). 
Die elektrisch geladenen Protonen und Acetationen können nicht durch einfache Diffusion über 
die hydrophobe Plasmamembran aus der Zelle diffundieren (Mira et al., 2010a). Zur 
Aufrechterhaltung des intrazellulären pH-Wertes werden die Protonen über spezielle 
Protonenpumpen (H+-ATPasen in der Plasmamembran, Vakuole) abtransportiert. Der Transport 
von Acetationen erfolgt ebenfalls über spezielle Transporter (ABC-Transporter, bspw. Pdr12p). 
Daneben können die Acetationen durch peroxisomale und zytosolische Synthetasen in Acetyl-CoA 
umgewandelt und somit in den Tricarbonsäurezyklus eingeleitet werden (Geng et al., 2017; 
Kawazoe et al., 2017). 
Metabolismus und interner pH-Wert sind voneinander abhängig, da die Zelle für metabolische 
Reaktionen, bspw. die Produktion von ATP, den passenden physiologischen pH-Wert benötigt. 
Dieser wird wiederum durch die ATP-verbrauchende ATPase reguliert (Pampulha und Loureiro-
Dias, 1989). Die Zelle ist ständig bestrebt den intrazellulären pH-Wert in einem für den 
Metabolismus optimalen physiologischen Bereich aufrechtzuerhalten. Deshalb werden Protonen 
unter ATP-Verbrauch aus der Zelle gepumpt. Die verstärkte Umleitung des Energiebedarfs zur 
Aufrechterhaltung des pH-Wertes im Zellinneren resultiert in einem Abfall der 
Wachstumsausbeute. Je größer der Unterschied zwischen dem externen pH-Wert des Mediums 
und dem intrazellulären pH-Wert im Zytoplasma der Zelle, desto größer ist der Stress für die Zelle 
und desto mehr Energie muss aufgewendet werden, um den intrazellulären pH im physiologischen 
Bereich aufrecht zu erhalten (Thomas et al., 2002). 
Geläufige Methoden (NMR-Spektroskopie und pH-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe) zur 
Bestimmung des intrazellulären pH-Wertes erfordern meist intensive Manipulationen der Zelle, 
was einen Einfluss auf die Physiologie und den intrazellulären pH-Wert haben kann (Maresova et 
al., 2010; Orij et al., 2009). Eine Untersuchung des intrazellulären pH-Wertes unter Einsatz des pH-
sensitiven grünen Fluoreszenzproteins pHluorin weist weniger Artefakte auf (Miesenbock et al., 
1998). Orij et al. (2009) konnten zeigen, dass eine Überexpression von pHluorin keinen Einfluss 
auf die zellulären Funktionen in S. cereviseae bei der Kultivierung in Batch-Kulturen hat. 
Biomasseertrag, Glukosefluss und Respirationsquotient blieben unverändert. Durch online-
Messungen wurde lediglich ein leichter Anstieg des O2- und CO2-Flusses im Reaktor 
aufgenommen. 
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Auf dem Plasmid pYES-PACT1-pHluorin befindet sich der ORF für pHluorin unter Kontrolle 
des konstitutiven Promotors von ACT1 (kodiert für Aktin) (Orij et al., 2009). In dieser Arbeit wurde 
durch Transformation von S.c. BY4742 mit diesem Plasmid der Einfluss der Essigsäure im Medium 
auf den pH-Wert im Zytoplasma der Hefezelle untersucht.  
Sowohl die Wachstumsphase, in der sich die Hefezellen befinden als auch die 
Kultivierungsbedingungen können einen Einfluss auf die Expression von pHluorin haben und 
erforderten deshalb für jede Untersuchung die Erstellung einer individuellen Kalibrierkurve unter 
Einsatz der gleichen Zellen unter denselben Bedingungen (Maresova et al., 2010).  
Zur selektiven Permeabilisierung der Zellmembran wurde das milde nichtionische Tensid 
Digitonin eingesetzt (Cordeiro und Freire, 1995). Es formt mit den dort vorhandenen Ergosterolen 
Komplexe (Joshi et al., 1989; Zhang et al., 1993). Dabei bleibt die Zellwand intakt (Gowda et al., 
1988). Durch die Permeabilisierung der Membran wurde eine Equilibrierung zwischen dem 
Medium/ Puffer mit bekanntem pH-Wert und dem pH-Wert im Zytoplasma der Zelle erreicht 
(Fernandez-Nino et al., 2015). Zur Identifikation der Hintergrundfluoreszenz wurde ein nicht 
transformierter Wildtypstamm als Kontrolle mitgeführt, dessen Fluoreszenzsignal subtrahiert 
wurde (Brett et al., 2005).  
Durch pHluorin konnte kein Einfluss der Essigsäure auf den intrazellulären pH-Wert der Hefezelle 
beobachtet werden. Bei einer 24-stündigen Inkubation der S. cerevisiae-Zellen blieb der intrazelluläre 
pH-Wert unabhängig von der eingesetzten Essigsäurekonzentration stabil bei 7 ± 0,14. Dabei 
spielte es keine Rolle, ob dem Medium 5, 15 oder 30 mM Essigsäure oder gar keine Essigsäure 
zugesetzt worden war (Vergleich 3.2.4). 
Diese Ergebnisse decken sich mit Literaturangaben, wonach durch die Zugabe von Säure der 
intrazelluläre pH-Wert von S. cerevisiae kurzzeitig abfällt, bevor er sich um einen Wert von 7 wieder 
stabilisiert. Bei Zugabe von 1 mM Sorbinsäure beobachteten Orij et al. (2009) über die Zeit einen 
Abfall des intrazellulären pH-Wertes auf 6,2, der nach einer Verzögerungsphase wieder auf 6,7 
anstieg und sich im neutralen Bereich stabilisierte. Brett et al., (2005) konnten ebenfalls durch 
Messung mittels pHluorin einen intrazellulären pH-Wert von 7 bei durch Säure gestressten 
Wildtypzellen nachweisen. Aufgrund des Versuchsaufbaus erfolgte in dieser Arbeit eine 
Bestimmung des intrazellulären pH-Wertes erst nach 24 h Inkubation in essigsäurehaltigem 
Medium, sodass der in der Literatur beschriebene initiale pH-Abfall nicht detektiert werden konnte. 
Interessanterweise wurde ein signifikanter Unterschied im intrazellulären pH-Wert von S. cerevisiae 
zwischen an Essigsäure adaptierten und nicht adaptierten Zellen beobachtet (Fernandez-Nino et 
al., 2015; Pampulha und Loureiro-Dias, 2000). Die Autoren beobachteten nach Zugabe von 
Essigsäure einen maximalen Abfall des pH-Wertes innerhalb der ersten 15 min, wobei die Stärke 
des Abfalls abhängig vom intrazellulären pH-Wert vor Zugabe der Säure war. Die Adaption von 
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Hefezellen an Essigsäure geschieht durch ein Gegenregulieren des intrazellulären pH-Wertes. Zum 
einen wird die weitere Aufnahme von Essigsäure gehemmt, zum anderen werden Transporter zum 
Export von Protonen und Acetationen aktiviert und die Zusammensetzung der Lipidschicht der 
Plasmamembran verändert (Fernandez-Nino et al., 2015). Dabei sind Gene des Kohlenstoff- und 
Lipidmetabolismus, der Proteinfaltung und des -transports beteiligt (Mira et al., 2010c). Die 
Adaption der Sensorzelle an den Analyten Essigsäure könnte bei der Mehrfachanwendung des 
Ganzzellsensors eine Rolle spielen.  
 
Eignung von S. cerevisiae als Sensororganismus 
Durch ihr schnelles Wachstum, ihre Robustheit und einfache Manipulierbarkeit eignen sich 
Hefezellen in besonderem Maße für die Entwicklung von Ganzzellsensoren. Des Weiteren ist das 
Genom von S. cerevisiae komplett sequenziert, und es stehen eine Vielzahl verschiedener Vektoren 
zur Verfügung. Ein großer Vorteil dieses eukaryotischen Mikroorganismus - im Gegensatz zu 
bakteriellen Ganzzellsensoren - ist die bessere Übertragbarkeit der Ergebnisse auf höhere 
Eukaryoten wie zum Beispiel den Menschen (Baronian, 2004; Walmsley und Keenan, 2000). 
Die undissoziierte Essigsäure gelangt über einfache bzw. gerichtete Diffusion in die Hefezelle. 
Aufgrund des neutralen pH-Wertes im Zytoplasma erfolgt eine Dissoziation in Acetationen und 
Protonen in dessen Folge es zu verschiedenen in der Literatur beschriebenen Ereignissen in der 
Zelle kommt (Li und Yuan, 2010). Unter anderem wird mit Haa1p ein spezifischer 
Transkriptionsfaktor aktiviert, der die Expression einer Vielzahl von Zielgenen in Abhängigkeit 
von Essigsäure verändert (Mira et al., 2011). 
S. cerevisiae verfügt mit Ady2p und Jen1p außerdem über zwei Monocarboxylat-Transporter, über 
die Acetationen in die Zelle transportiert werden können (Kawazoe et al., 2017). Die Expression 
dieser Transporter ist jedoch von der Glukosekonzentration im Medium abhängig. Exponentiell 
wachsende Hefezellen nehmen bei Anwesenheit von Glukose keine extrazellulären Acetationen 
auf (Geng et al., 2017; Kawazoe et al., 2017). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Glukose im 
Medium abhängig von der eingesetzten Konzentration, dem verwendeten Stamm und den 
Kultivierungsbedingungen innerhalb von 6 h (Casal et al., 1996), in der Regel bereits nach 3 bis 4 h 
Inkubation verbraucht ist (Thierfelder, 2011). Andere Autoren beobachteten, dass nach 48 h 95 
bis 98 % der Glukose im Medium aufgebraucht war (Thomas et al., 2002). 
 
Schlussfolgernd ist zu sagen, dass der eukaryotische Mikroorganismus S. cerevisiae in hohem Maße 
für die Generierung eines Ganzzellsensors zur Detektion von Essigsäure geeignet ist.  
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4.2 Entwicklung eines plasmidbasierten Hefe-Ganzzellsensors für Essigsäure 
Promotorsequenzen, die eine starke Expression des Fluoreszenzproteins tRFP erzeugen  
Zur Generierung von Reporterkonstrukten wurden in dieser Arbeit in der Regel 5`-regulierende 
Sequenzen von Haa1p abhängigen Genen mit einer Größe von 1.000 bp mit der kodierenden 
Sequenz für ein fluoreszierendes Protein gekoppelt. Vorteile des Einsatzes von 
Fluoreszenzproteinen sind deren Stabilität und die Substratunabhängigkeit. Eine Lyse der Zellen 
sowie Energie in Form von ATP werden nicht benötigt. Nachteilig können sich die moderate 
Sensitivität, die Verzögerungsphase bis zum Erreichen eines stabilen Signals und die 
Autofluoreszenz des Hintergrundes bzw. toter Zellen auswirken (Gutiérrez et al., 2015). Aufgrund 
der beschriebenen pH- und Photostabilität bei gleichzeitiger geringer Autofluoreszenz erfolgte der 
Einsatz von rot-fluoreszierendem tRFP (Groß et al., 2011; Merzlyak et al., 2007). Als 
Shuttlevektoren dienten high copy-Vektoren von Typ p426 (Mumberg et al., 1995). Über den 
Selektionsmarker URA3 erfolgte die Selektion Uracil-auxotropher-Hefen hinsichtlich einer 
Aufnahme des Plasmids (Brachmann et al., 1998). Um den Selektionsdruck aufrechtzuerhalten, 
erfolgte eine Kultivierung der transformierten Stämme in Minimalmedium ohne Uracil. Weiterer 
Vorteil dieses Mediums ist eine geringere Autofluoreszenz im Vergleich zu Vollmedium (Orij et al., 
2009). 
Die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgte mittels Mikroplattenreader. Dazu wurden 
transformierte Hefen in Minimalmedium mit pH 4 kultiviert. Zum einen war die Arbeit mit einem 
konstanten pH-Wert für die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von großer Bedeutung. Zum anderen 
spielt der pH-Wert des Mediums deshalb eine wichtige Rolle, da nur undissoziierte Essigsäure 
passiv in die Zelle gelangt und so eine Reaktion hervorrufen kann (s. Einleitung). 
Durch die Normierung der gemessenen Signale auf eine einheitliche OD von 1 (bezeichnet als 
relative Fluoreszenz) wurde sichergestellt, dass die Stärke des Fluoreszenzsignals unabhängig von 
der Zellzahl ist. Die angegebene Induktion der Fluoreszenz stellt das Verhältnis der normierten 
Fluoreszenzsignale von Zellen mit und ohne die Zugabe des Analyten Essigsäure dar. 
Für initiale Untersuchungen wurden die generierten plasmidbasierten Ganzzellsensoren auf ein 
Ansprechen auf 5, 15 und 30 mM Essigsäure im Medium hin untersucht. Als Positivkontrolle 
diente ein Konstrukt mit dem konstitutiven GPD-Promotor. Hier wurde nach ca. 6 h Inkubation 
ein leichter Anstieg der relativen Fluoreszenz beobachtet (Abb. 7C). Da es sich bei 5`-GPD-tRFP 
um ein Reportergenkonstrukt mit einem konstitutiven Promotor handelt, wurde schon vor Beginn 
der Messung (Essigsäure-unabhängig) tRFP von den Hefezellen gebildet, sodass der spätere 
Anstieg des Fluoreszenzsignals wahrscheinlich auf die große Halbwertszeit von tRFP 
zurückzuführen ist. Der Abbau des neu gebildeten tRFP ist langsamer als dessen Produktion. Nach 
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ca. 14 h Kultivierung der Zellen im Plattenreader bei 30 °C konnte ein stabiles Fluoreszenzsignal 
beobachtet werden, was vermutlich auf das Erreichen der stationären Wachstumsphase der 
Hefezellen zurückzuführen ist. 
Wurden Zellen mit dem Konstrukt 5`-YLR194c-tRFP transformiert, blieb das Fluoreszenzsignal 
unabhängig von der eingesetzten Konzentration der Essigsäure über die Zeit stabil bei 1.200 -1.300 
A.U. (Abb. 7A). Ein Anstieg war auch nicht zu erwarten, da der spezifische Transkriptionsfaktor 
Haa1p für dieses Gen in der Literatur als negativer Regulator beschrieben ist (Hu et al., 2007; 
Reimand et al., 2010).  
Für das Konstrukt mit dem 5`-regulatorischen Bereich von TOS3 wurde über die Zeit ein Anstieg 
der relativen Fluoreszenz beobachtet. Die Induktion der Fluoreszenz blieb jedoch bei einem Wert 
um 1 (Abb. 7B), da im Kontrollansatz ohne die Zugabe von Essigsäure das Fluoreszenzsignal im 
gleichen Verhältnis anstieg. Dieser Anstieg wurde somit wahrscheinlich durch eine unspezifische 
Reaktion verursacht. Ein ähnliches unspezifisches Signal wurde auch beim Einsatz des 
Ganzzellsensors S.c. BY4742 + p426-TPO3-tRFP aufgenommen. Durch gleichen Verlauf der 
Fluoreszenzsignale mit und ohne die Zugabe von Essigsäure blieb die Induktion bei einem Wert 
von ca. 1 (Abb. 7B). TPO3, welches für einen Transporter zum Export von Acetationen kodiert, 
wird in Literatur häufig als direktes Ziel des Transkriptionsfaktors Haa1p beschrieben (Fernandes 
et al., 2005; Mira et al., 2011). Für den Zweck der Herstellung eines Biosensors scheint der 5`-
regulatorische Bereich dieses Gens jedoch nicht geeignet. Für die Konstrukte mit den 5`-
regulatorischen Bereichen von PHM8 und SPI1 wurde nur bei Zugabe von 30 mM Essigsäure ein 
Anstieg des Fluoreszenzsignals beobachtet. Bedingt durch den gleichzeitigen Abfall des Signals der 
Kontrollzellen wurde eine 3-4-fache Induktion ermittelt (Abb. 7B). 
Geeignete Kandidaten für die Generierung von Ganzzellsensoren zur Detektion von Essigsäure 
sind die Konstrukte mit den 5`-regulatorischen Bereichen von YGP1, TPO2 und YRO2. Für diese 
drei getesteten Reportergenkonstrukte konnte ein konzentrationsabhängiger signifikanter Anstieg 
der relativen Fluoreszenz über die Zeit beobachtet werden (Abb. 7). 
 
Bei den in der Arbeit getesteten Promotorbereichen der Gene YGP1, TPO2, TPO3, YRO2, TOS3, 
PHM8, SPI1 und YLR194c konnte keine Korrelation zwischen der Anzahl an Haa1p-responsiven 
Elementen und der Modulation der Transkription des Fluoreszenzproteins beobachtet werden. 
Ebenso konnte kein Zusammenhang zu der von Mira und Kollegen (2010b) ermittelten 
Genexpression, beim Vergleich von Wildtyp-Hefezellen 30 min nach Zugabe von 50 mM 
Essigsäure und Kontrollzellen ohne die Zugabe von Säure, hergestellt werden. Ihren Daten zufolge 
wurden die Gene PHM8 und TPO2 durch die Zugabe von 50 mM Essigsäure mit 15,7- bzw. 14,9-
fach am stärksten hochreguliert. Mit fünf bzw. vier befindet sich auch die höchste Anzahl an HREs 
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in den Promotorregionen von PHM8 und TPO2. In dieser Arbeit konnte allerdings gezeigt werden, 
dass sich plasmidbasierte Ganzzellsensoren mit dem 5`-regulatorischen Bereich von PHM8 
aufgrund der niedrigen Fluoreszenzwerte nicht zur Detektion von Essigsäure eignen. Bei Einsatz 
des TPO2-Promotors erfolgte mit ca. 6,8-facher Induktion des Fluoreszenzsignals eine bessere 
Detektion von Essigsäure (Abb. 7B). Dagegen erwies sich das Reportergenkonstrukt mit dem 5`-
regulatorischen Bereich von YGP1 mit einer fast 10-fachen Induktion nach 12 h Inkubation bei 
Zugabe von 15 mM Essigsäure als am besten zur Generierung eines Ganzzellsensors geeignet. In 
der Promotorregion des Gens befinden sich jedoch nur zwei HREs und auch die mRNA-
Expression wurde nach Mira et al. (2010b) nur 3-fach bei Zugabe von Essigsäure verstärkt. Mira 
und Kollegen untersuchten durch ihre Analysen die Transkription von natürlich vorhandenen 
Genen in Wildtyp-Hefezellen nach Zugabe von 50 mM Essigsäure. Im Vergleich dazu erfolgte in 
dieser Arbeit nur eine indirekte Analyse durch Auslesung der Fluoreszenz bei 15 mM Essigsäure 
ausgelöst durch ein künstlich über Vektoren eingebrachtes Reportergenkonstrukt bestehend aus 
5`-regulatorischem Bereich und gekoppeltem Fluoreszenzprotein. Daneben sollte beachtet 
werden, dass unterschiedliche Konzentrationen an Essigsäure eingesetzt wurden. Dies könnten 
Gründe für die unterschiedlichen Ergebnisse sein.  
Tabelle 34: Vergleich der Genexpression (Verhältnis [mRNA WT]Essigäure zu [mRNA WT]Kontrolle 
30 min nach Zugabe von 50 mM Essigsäure zu Medium pH 4) nach Mira et al. (2010b) mit der 
gefundenen Anzahl an Haa1p-responsiven Elementen (HRE, 5`-(G/C)(A/C)GG(G/C)G-3`) in der 
Promotorregion und den durch Fluoreszenzmessung ermittelten Induktionen (Verhältnis der 
Fluoreszenzsignale nach 12 h Inkubation mit und ohne die Zugabe von 15 mM Essigsäure zu 
Minimalmedium pH 4) der plasmidbasierten Ganzzellsensoren dieser Arbeit.  
Gen Genexpression (x-fach) Anzahl HRE 
Induktion der 
Fluoreszenz (x-fach) 
PHM8 15,67 5 2,25 
TPO2 14,90 4 6,84 
YRO2 11,11 0 6,53 
TOS3 5,73 2 1,23 
SPI1 5,12 2 1,87 
TPO3 4,80 1 1,17 
YGP1 3,04 2 9,95 
YLR194c - 1 0,96 
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Anhand der initialen Untersuchungen stellte sich das Reportergenkonstrukt mit dem 5`-
regulatorischen Bereich von YGP1 für die Generierung eines Ganzzellsensors zur Detektion von 
Essigsäure als am besten geeignet heraus. Im Vergleich wurden mit diesem plasmidbasierten 
Ganzzellsensor die höchsten Induktionen des Fluoreszenzsignals in Abhängigkeit der 
Konzentration an Essigsäure ermittelt (Abb. 7B). 
YGP1 kodiert für ein glykosyliertes Protein in der Zellwand, welches bei Nährstoffmangel 
synthetisiert wird (Destruelle et al., 1994). Dem Protein wird eine hypothetische Rolle bei der 
Reduzierung der Durchlässigkeit der Zellhülle für schwache Säuren zugesprochen (Abbott et al., 
2008; Fernandes et al., 2005). Die Überexpression des Transkriptionsfaktors Haa1p führte im 
Vergleich zum Wildtyp in Abwesenheit von Essigsäure zu einer 40-fach höheren Expression des 
Zielgens YGP1 und zeigte die Abhängigkeit der Genexpression vom Transkriptionsfaktor (Tanaka 
et al., 2012). In mit Essigsäure behandelten Δhaa1-Zellen wurde eine verringerte Expression im 
Vergleich zum Wildtyp oder der Nullmutante ohne Essigsäure beobachtet (Mira et al., 2010b). 
Ygp1p ist wahrscheinlich kein essentielles Protein, denn die Nullmutante ist lebensfähig und durch 
ein nahezu normales Wachstum bei Zugabe von Essigsäure gekennzeichnet (Mira et al., 2010b). 
Abbott et al. (2008) konnten durch die Deletion von YGP1 auch keinen Einfluss auf das Wachstum 
der Hefezelle in Gegenwart von Milchsäure beobachten. Eine signifikant verlängerte 
Verzögerungsphase im Wachstum wurde nur in Minimalmedium pH 4 bei Einsatz von 0,55 mM 
Oktansäure, aber nicht bei Zugabe von 60 mM Essigsäure, ermittelt (Fernandes et al., 2005). 
 
Bei den plasmidbasierten Ganzzellsensoren wurde nach 18 h Inkubation besonders beim Einsatz 
von 15 und 30 mM Essigsäure ein Abfall der Fluoreszenzinduktion beobachtet. Eine Ursache dafür 
könnte der leichte Anstieg des Fluoreszenzsignals der Kontrolle, bedingt durch das Einstrahlen 
möglicher Autofluoreszenz absterbender Zellen zum Ende der Messung hin sein. Nach 18 h 
Inkubation bei 30 °C in einer Well-Platte ist es ebenfalls denkbar, dass der Übergang in die 
stationäre Wachstumsphase durch einen Abfall der physiologischen Leistung und somit eine 
Verlangsamung der Bildung von tRFP gekennzeichnet ist. Außerdem sollte die Möglichkeit eines 
Crossfeedings in Betracht gezogen werden: Uracil als Metabolit des Stoffwechsels von S. cerevisiae 
könnte über die Zeit ins Medium gelangen, was zur Folge hat, dass der Selektionsdruck durch 
Inkubation in Medium ohne die Zugabe von Uracil nicht mehr aufrechterhalten wird und es über 
die Zeit durch Zellteilung zum Verlust der Plasmide kommen könnte. 
Es ist auch denkbar, dass das Signal ein Maximum erreicht, nach dessen Überschreiten das 
Fluoreszenzsignal aufgrund eines toxischen Effekts des Analyten auf die Zellen, wieder abfällt 
(Gutiérrez et al., 2015). 
  Diskussion 
113 
Mittels Immundetektion wurde das Reporterprotein tRFP auch in Proben ohne die Zugabe von 
Essigsäure auf Proteinebene nachgewiesen (Abb. 18). Eine mögliche Erklärung wäre intrazelluläres 
Acetat, das beispielsweise als Nebenprodukt einer alkoholischen Gärung entsteht (Turcotte et al., 
2010; Vilela-Moura et al., 2011). Nach Vilela-Moura und Kollegen (2011) entsteht eine Großteil 
von intrazellulärem Acetat auch durch enzymatische Umsetzung von Pyruvat katalysiert von der 
Pyruvatdehydrogenase.  
Eine schwache basale Expression des Reportergens aufgrund des Promotors von YGP1 muss 
allerdings ebenfalls in Betracht gezogen werden. Dies wird durch die Literatur unterstützt, da eine 
Synthese des Glykoproteins Ygp1p auch als Reaktion auf Nährstoffmangel (Destruelle et al., 1994) 
oder Stress (Fernandes et al., 2005) beschrieben wurde. Diese Beobachtungen werfen daher die 
Frage auf, ob der 5`-regulatorische Bereich von YGP1, abgesehen von den guten 
Fluoreszenzsignalen in Gegenwart von Essigsäure, für die Generierung von 
Reportergenkonstrukten zur spezifischen Detektion von Essigsäure geeignet ist.  
 
Spezifität der ausgesendeten Signale in Bezug auf die Essigsäure  
Schwache Säuren wie die Essigsäure existieren in Lösung in einem dynamischen Gleichgewicht 
zwischen der undissoziierten, ungeladenen Form und der Form aus geladenen Anionen und 
Protonen. Dieses Gleichgewicht ist abhängig vom pH-Wert der Lösung (Stratford und Anslow, 
1996). Der generierte Ganzzellsensor misst den bioverfügbaren Anteil an Essigsäure im Medium, 
also nur den Teil, der von der Zelle auch aufgenommen wird. Insofern spielt der pH-Wert des 
Mediums eine wichtige Rolle, da er den Dissoziationsgrad der Säure bestimmt und nur 
undissoziierte Säure frei über die Plasmamembran in die Zelle diffundieren kann (Swinnen et al., 
2017). Durch Untersuchungen des generierten Ganzzellsensors in Hefe-Minimalmedium mit 
unterschiedlichen pH-Werten, konnte gezeigt werden, dass ein Anstieg des Fluoreszenzsignals vom 
Vorhandensein der Essigsäure im Medium und nicht vom pH-Wert abhängig ist. Ohne die Zugabe 
der Essigsäure wurde auch bei niedrigen pH-Werten keine Fluoreszenz detektiert. Eine Auslösung 
des Sensorsignals durch Veränderung des pH-Wertes konnte somit ausgeschlossen werden. 
 
Neben dem Einfluss des pH-Wertes wurde auch das Ansprechen des Ganzzellsensors auf andere 
flüchtige Fettsäuren, wie Propionsäure, Buttersäure und Valeriansäure, untersucht. Diese Säuren 
treten ebenfalls alle im Biogasprozess auf (Drosg, 2013). Beim Einsatz der Säuren in 
prozessrelevanten Konzentrationen konnte kein Ansprechen des Sensors S. c. BY4742 + p426-
YGP1-tRFP beobachtet werden (Abb. 10). Da jedoch die Konzentrationen der einzelnen Säuren 
und das Verhältnis untereinander stark vom verwendeten Substrat, dessen Aufenthaltszeit im 
Reaktor und dem Vorhandensein hemmender Substanzen im Biogasprozess abhängig sind (Friehe 
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et al., 2016c; Zosel et al., 2014), wurden Propionsäure, Buttersäure und Valeriansäure zusätzlich in 
höheren Konzentrationen auf ein Ansprechen des Sensors hin getestet. Erste Untersuchungen 
deuten jedoch darauf hin, dass das Wachstum des Ganzzellsensors bei Einsatz von 
Konzentrationen der flüchtigen Fettsäuren im Bereich der Essigsäure gehemmt wird. Ebenfalls 
sollten zukünftig auch andere Säuren, bspw. anorganische Säuren auf ein Ansprechen des Sensors 
hin untersucht werden. Dabei muss der Einfluss der Säure auf das Wachstum des Ganzzellsensors 
beachtet werden.  
Beim gleichzeitigen Einsatz von Essigsäure und Propionsäure bzw. Valeriansäure konnten additive 
Effekte auf das Fluoreszenzsignal beobachtet werden. So wurde bei Zugabe von 1,5 mM 
Valeriansäure zu 15 mM Essigsäure eine höhere relative Fluoreszenz im Vergleich zum Einsatz 
von nur 15 mM Essigsäure gemessen (Abb. 11). Da die Konzentration an Valeriansäure in der 
Regel im Biogasprozess unter 0,5 mM liegt (pers. Kommunikation mit dem Projektpartner 
GICON), handelt es sich aber bei den eingesetzten 1,5 mM nicht um eine praxisnahe 
Konzentration. Bei Einsatz von Valeriansäure in Konzentrationen von 5 bzw. 15 mM konnte unter 
den getesteten Bedingungen kein Wachstum des Ganzzellsensors nachgewiesen werden, sodass die 
Fluoreszenzsignale nicht auswertbar sind. 
Der plasmidbasierte Ganzzellsensor diente dem proof of principle der Detektion von Essigsäure 
mittels Hefe-Ganzzellsensoren und der schnellen Identifikation geeigneter 5`-regulatorischer 
Bereichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine Detektion von Essigsäure mittels hefebasiertem 
Ganzzellsensor theoretisch möglich ist. Das Fluoreszenzsignal ist abhängig von der Konzentration 
der eingesetzten Essigsäure. Es bestehen keine Querempfindlichkeiten in Bezug auf andere 
flüchtige Fettsäuren aus dem Biogasprozess.  
In einem nächsten Schritt erfolgte die stabile genomische Integration des Reportergenkonstruktes 
5`-YGP1-tRFP in den TYR1-Lokus von S. cerevisiae.  
4.3 Genomische Integration des Reportergenkonstruktes zur Optimierung der 
Leistungsfähigkeit des Ganzzellsensors 
Eine Vielzahl von inneren und äußeren Faktoren hat einen Einfluss auf die Stabilität der in die 
Hefezelle eingebrachten Plasmide. So spielen die Anzahl der Kopien, die Struktur des Konstruktes, 
die Expressionshöhe und die Erhaltung durch einen Selektionsmarker eine Rolle. Daneben sind 
auch äußere Faktoren wie das eingesetzte Medium, physikalische Wachstumsparameter und die 
Probenlösung von Bedeutung (Zhang et al., 1996). Bei der plasmidbasierten Expression von 
Reportergenen können Probleme wie die unterschiedliche Intensität der Signale zwischen 
einzelnen Zellen (Abb. 19) oder aber auch ein Verlust der Fluoreszenzsignale bei Lagerung der 
Sensorzellen über einen längeren Zeitraum auftreten.  
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Eine Alternative dazu ist die genomische Integration des Reportergenkonstruktes, in deren 
Ergebnis anstelle einer unbekannten Anzahl an Plasmiden nur noch ein Konstrukt pro Zelle 
vorliegt. In früheren Arbeiten der Arbeitsgruppe konnten durch genomische Integration zwar 
schwache, aber gleichmäßigere Signale mit nur geringer Zell-Zell-Variation beobachtet werden. 
Beim direkten Vergleich waren die Fluoreszenzsignale bei den Sensoren mit genomisch integrierten 
Reportergenkonstrukten deutlich niedriger als bei den Plasmidbasierten. Dafür fluoreszierte aber 
ein Großteil aller Zellen der untersuchten Population mit der gleichen Helligkeit (Groß, 2011). 
Eigene Untersuchungen zur Einzelzellanalyse mittels Durchflusszytometrie bestätigten die 
Beobachtungen in Bezug auf die Variabilität des Peaks. Im Gegensatz zum plasmidbasierten 
Ganzzellsensor (S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP) fluoreszierten die Sensorzellen mit Integration 
des Reportergenkonstruktes im TYR1-Lokus (S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP) einheitlicher, aber 
deutlich schwächer (Abb. 19, 20). Negative Effekte auf die Physiologie der Hefezelle durch eine 
Integration in den TYR1-Lokus konnten ausgeschlossen werden (Mirisola et al., 2007). 
Als ein weiterer Vorteil kann bei einer stabilen genomischen Integration auf Selektivmedium 
verzichtet und anstelle von Minimalmedium mit Vollmedium gearbeitet werden. Inwieweit ein 
Einsatz von Vollmedium für Fluoreszenzmessungen sinnvoll ist, muss noch untersucht werden. 
Nach genomischer Integration eines Reportergenkonstruktes ändert sich die Anzahl an Kopien in 
der Zelle nach der Zellteilung nicht und macht so verschiedene Experimente eher vergleichbar 
(Mirisola et al., 2007). 
 
Eine stabile genomische Integration des Reportergenkonstruktes erfolgte auch in Vorbereitung der 
Herstellung von Sporen zur Untersuchung der Langzeitstabilität von Ganzzellsensoren.  
 
Untersuchung der Eignung von Sporen als Lagerform des Ganzzellsensors 
Eine Untersuchung der Langzeitstabilität der generierten Ganzzellsensoren erfolgte unter Einsatz 
von Sporen. Dabei handelt es sich um eine einfache, kostengünstige und stabile Methode der 
Lagerung (Date et al., 2007). Sporen sind sehr robust in Bezug auf Veränderungen der Umwelt und 
dienen als Dauerformen der Hefe dem Überleben unter ungünstigen (Umwelt-) Bedingungen. 
Aufgrund dieser Eigenschaften sollte untersucht werden, ob sich Sporen zur Langzeitlagerung von 
Ganzzellsensoren eignen. Für eine Anwendung von Biosensoren in der Praxis ist es wichtig, dass 
kommerziell erworbene Hefesensoren gelagert und bei Bedarf ohne großen Aufwand vom 
Anwender reaktiviert und folglich eingesetzt werden können. Genauso macht die Einhausung eines 
Ganzzellsensors bspw. in ein mikrofluidisches System nur Sinn, wenn dieser über einen längeren 
Zeitraum so erhalten werden kann, dass reproduzierbare und robuste Ergebnisse damit erzielt 
werden können.  
Diskussion 
116 
In der Literatur wurde bereits der Einsatz von Sporen des Bakteriums Bacillus subtilis zur 
Langzeitkonservierung, Lagerung und dem Transport von Biosensoren beschrieben. Date et al., 
(2007) konnten in initialen Untersuchungen zeigen, dass auf Sporen basierte bakterielle sensorische 
Systeme ihre Leistung (Detektionsgrenzen, Reproduzierbarkeit) bei einer Lagerung von sechs bzw. 
acht Monaten bei Raumtemperatur aufrechterhalten. Im Folgenden konnten die Autoren dies auch 
für eine Lagerung von bis zu 24 Monaten bei Raumtemperatur bzw. 12 Monaten unter extremen 
Temperaturbedingungen belegen (Date et al., 2010). 
Auch Hefesporen können über mehrere Wochen bei 4 °C ohne signifikanten Verlust der 
Lebensfähigkeit gelagert werden (Herman und Rine, 1997; Treco und Winston, 2008). Durch eine 
Lagerung bei -15 °C in einem Zitrat-/Phosphatpuffer konnte die Lebensfähigkeit von Ascosporen 
sogar über einen Zeitraum von 70 Tagen erhalten werden (Rousseau und Halvorson, 1969). 
Dagegen führten die Lyophilisation von Sporen bzw. das schnelle Einfrieren mittels Trockeneis 
unter Einsatz von Glycerol und DMSO zu einem signifikanten Verlust der Lebensfähigkeit 
(Prescott, 1975). 
Vegetative Zellen von S. cerevisiae gehen bei Kultivierung in Medium mit einer nicht-
fermentierbaren Kohlenstoffquelle und in Abwesenheit einer externen Stickstoffquelle in die 
Meiose über (Herman und Rine, 1997; Suda et al., 2009). Die Effizienz der Sporulation, einem 
Prozess, der nicht synchron abläuft, ist abhängig von der Zelldichte und dem eingesetzten 
Hefestamm (Fast, 1973; Prescott, 1975). So ist die Effizienz für den Stamm S288c, den Vorläufer, 
der hier eingesetzten BY-Stämme, mit 20-30 % nicht sehr hoch (Brachmann et al., 1998; 
Deutschbauer und Davis, 2005).  
Zur Generierung von Sporen in dieser Arbeit wurden diploide Hefezellen mit genomisch 
integriertem Konstrukt 5`-YGP1-tRFP in 1 %-iger Kaliumacetatlösung kultiviert. Da nicht alle 
diploiden Zellen einer Sporulationskultur in die Meiose übergehen (Treco und Winston, 2008), 
besteht diese aus Tetraden und vegetativen Zellen (Khare et al., 2011). Nach erfolgter Sporulation 
wurden durch Einsatz von Ethanol die Ascosporen angereichert und die vegetativen Zellen 
abgetötet. 
Eine zufällige Sporenanalyse (Random Spore Analysis) bietet den Vorteil relativ einfach und schnell 
eine große Anzahl an Ascosporen zu gewinnen. Nachteilig ist jedoch, dass nicht mehr 
zurückverfolgt werden kann, aus welchem Ascus die Sporen stammen (Bahalul et al., 2010). 
Daneben ist zu beachten, dass sich nach der Reaktivierung aus den Sporen in der Population Zellen 
unterschiedlichen Paarungstyps befinden, die sich zu Diploiden paaren können (Chin et al., 2012).  
In der Literatur werden zur Separierung von Sporen und vegetativen Zellen verschiedene 
Methoden beschrieben: So kann dies zum Beispiel durch die Zugabe von Enzymen, mechanische 
oder physikalische Behandlung oder eine Kombination verschiedener Methoden geschehen. 
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Grundlage aller Methoden zur Anreicherung ist die Tatsache, dass Sporen resistenter als vegetative 
Zellen gegenüber schädigenden Umwelteinflüssen sind. Nakatomi und Kollegen (1993) 
inkubierten die Zellen der Sporulationskultur mit Zymolyase und behandelten sie danach mit 
hydrostatischen Druck, da Ascosporen sehr viel resistenter gegenüber hohen Drücken als nicht-
sporulierte Zellen sind. Bei Chin et al. (2012) erfolgte nach Inkubation mit Lyticase die Separation 
mittels FACS-Analyse. Ebenso wird der Einsatz von Snailase mit anschließender Abtötung 
vegetativer Zellen durch Hitze beschrieben (Xu et al., 2015). Durch Ultraschallbehandlung und den 
Einsatz von Paraffin (lipophile Ascosporen befinden sich in der Paraffinphase, hydrophile diploide 
Zellen in der Flüssigphase) konnte Siddiqi (1971) den Anteil von Sporen von anfänglich 62 % auf 
97 % steigern. Resnick et al. (1967) trennten Sporen und diploide Zellen mittels Elektrophorese. 
Dabei machten sie sich die unterschiedlichen elektrophoretischen Laufverhalten, resultierend aus 
unterschiedlicher elektrischer Ladungsdichte der Zellwand, zunutze. Zur Vereinzelung erfolgten 
der Andau der Ascuswand mittels Glusulase und die Behandlung mit Ultraschall. Als Ergebnis 
erhielten sie reine, wässrige Suspensionen mit ca. 99 % Sporen. Eine andere Arbeitsgruppe 
zerstörte die Ascuswände mechanisch unter Einsatz einer Bakterienmühle und Glaspulver. Durch 
anschließende Zentrifugation wurden die freigesetzten Sporen von intakten vegetativen Zellen und 
Asken abgetrennt (Emeis und Gutz, 1958). Ebenso führte eine Inkubation der Sporulationskultur 
für 30 min bei 55 °C zu einer selektiven Abtötung von vegetativen Zellen bei gleichzeitiger 
Anreicherung von Ascosporen (Khare et al., 2011). Bahalul et al. (2010) kombinierten zur Erhöhung 
der Effizienz der Isolation von Ascosporen in ihrem Protokoll die Behandlung mit Diethylether 
(Dawes und Hardie, 1974) mit der Behandlung mit Zymolyase. 
In dieser Arbeit erfolgte der Einsatz einer Kombination von 30 %-igem Ethanol und Zymolyase-
Lösung (Abb. 22). In der Literatur wurde bereits im Jahr 1957 die Resistenz von Sporen von 
Schizosaccharomayces pombe gegenüber 30 % Ethanol beschrieben (Leupold, 1957). Weiterhin wurde 
berichtet, dass Sporen von S. cerevisiae die Exposition mit 30 % Ethanol für 30 min überleben 
(Zakharov und Inge-Vechtomov, 1964). Für die selektive Wirkung von Zymolyase gibt es ebenfalls 
zahlreiche Belege (Bahalul et al., 2010; Herman und Rine, 1997; Nakatomi et al., 1993; Sherman, 
2002). 
Um die Ausbeute an Sporen zu erhöhen, könnte der Einsatz eines effizient sporulierenden 
Hefestammes in Betracht gezogen werden. Solch ein Stamm mit sehr effizienter und hoch 
synchroner Sporulation ist z.B. S. cerevisiae SK1 (Treco und Winston, 2008). Es konnte gezeigt 
werden, dass nach 24 h Inkubation in Sporulationsmedium (1 % KAc) 80 % der Zellen sporuliert 
waren (Deutschbauer und Davis, 2005). 
Zur Steigerung der Effizienz der Sporulation sollten auch andere Sporulationsmedien als die 1 %-
ige Kaliumacetatlösung getestet werden. Beispielsweise verwendeten Rothstein et al. (1977) eine 
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2 %-ige Kaliumacetatlösung und konnten somit die Anzahl an Sporen erhöhen. Xu und Kollegen 
(2015) untersuchten die Effizienz der Sporulation in verschiedenen Sporulationsmedien. Die 
höchste Rate erhielten sie nach 7 Tagen Inkubation bei 28 °C in modifiziertem McClary-Medium 
(bestehend aus Glukose, Hefeextrakt, Kaliumchlorid und Natriumacetat), dem Zinksulfat, Biotin 
und Inositol zugesetzt worden waren. Letztere beiden Agenzien fördern nach Aussage der Autoren 
die Vollendung der zweiten meiotischen Teilung (Xu et al., 2015). 
Möglichkeiten aus der Literatur zur Trennung von Sporen und vegetativer Zellen wurden bereits 
erläutert. Unter Berücksichtigung von Wirtschaftlichkeit, Durchführbarkeit und dem Zeitfaktor 
könnte getestet werden, ob eine andere Methode der Separierung gegenüber der mit 30 %-igem 
Ethanol und Zymolyase vorzuziehen ist. Daneben besteht auch die Möglichkeit der Variation in 
Konzentration und Inkubationszeit beim Einsatz von Zymolyase-Lösung. 
 
Durch Aufbringen der angereicherten Sporensuspension auf Vollmedium und Inkubation bei 
30 °C erfolgt eine Reaktivierung der Hefezellen. Durch initiale Untersuchungen in dieser Arbeit 
konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz von Sporen der hefebasierten Ganzzellsensoren 
über einen Zeitraum von sechs Monaten das Ansprechen auf den Analyten Essigsäure konstant 
gehalten werden konnte (Abb. 23). 
Beim Vergleich der Fluoreszenzsignale von Ganzzellsensoren mit genomisch integrierten 
Reporterkonstrukt (S. c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP) ohne das Durchlaufen der Sporulation mit 
denen von aus Sporen reaktivierter Zellen (KH YGP1-tRFP_SPO) wurden mit den Sensoren aus 
der Sporulationskultur höhere Induktionen der Fluoreszenzsignale detektiert (Abb. 31 im Anhang). 
Die Signale der plasmidbasierten Sensoren wurden jedoch nicht erreicht.  
Da die beiden zur Kreuzung verwendeten Ausgangsstämme S. c. BY4741 tyr1::YGP1-tRFP und 
S. c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP genetisch nicht identisch sind, kann es zu Neukombinationen von 
Genen kommen. Durch neue Merkmalskombinationen sind höhere Fluoreszenzsignale möglich. 
Dies konnte durch eigene Untersuchungen von Einzelsporklonen bestätigt werden. Nach 
Kreuzung, Sporulation und Reaktivierung wurden 30 Einzelkolonien (F1-Generation) hinsichtlich 
ihres Fluoreszenzverhaltens in Bezug auf den Analyten Essigsäure untersucht. Dabei wurden zum 
Teil höhere relative Fluoreszenzsignale im Vergleich zur Parentalgeneration aufgenommen. Um 
eine F2-Generation zu erhalten, wurden zwei Stämme unterschiedlichen Paarungstyps mit den 
höchsten Signalen erneut gekreuzt. Auch in der F2-Genration zeigte sich eine große Variabilität in 
Bezug auf die ermittelten Fluoreszenzsignale (Daten nicht gezeigt).  
Um eine homogene Verteilung zu erhalten und nicht einzelne Klone zu selektieren wurde nach 
erfolgreicher Reaktivierung auf Vollmedium für die Untersuchung der Langzeitstabilität ein 
Gemisch an Kolonien subkultiviert und die Fluoreszenz der Population untersucht. Mit hoher 
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Wahrscheinlichkeit lag somit ein Gemisch von haploiden Zellen beider Paarungstypen vor. Es ist 
bekannt, dass benachbarte haploide Zellen gegensätzlichen Paarungstyps mit nahezu 100 %-iger 
Effizienz verschmelzen (Herskowitz, 1988), sodass vermutlich ein Großteil des Sensors sogar im 
diploiden Zustand vorlag. Durch Verschmelzung der Zellkerne bei der Paarung sollte in diploiden 
Hefezellen das Reportergenkonstrukt in zwei Kopien vorliegen, womit die höheren 
Fluoreszenzsignale im Vergleich zu genomisch integrierten Sensoren erklärt werden könnten. 
In dieser Arbeit konnten keine Unterschiede der Fluoreszenzsignalstärke in Bezug auf die Art der 
Lagerung (in Lösung oder als Pellet) beobachtet werden. Gleiches gilt für die Lagerungstemperatur. 
Untersucht wurde die Lagerung bei Raumtemperatur, 4 °C, -20 °C und -80 °C, wobei eine 
Lagerung der Sporen bei Raumtemperatur bzw. im Kühlschrank bei 4 °C in der Praxis am besten 
und einfachsten umsetzbar sein sollte. 
Die Ergebnisse zur Untersuchung der Langzeitstabilität des Hefe-Ganzzellsensors zeigen, dass es 
möglich ist, Ganzzellsensoren in Form von Sporen über einen längeren Zeitraum ohne 
Funktionsverlust zu lagern. Zum Beispiel könnten Sporen in einem Mikrofluidiksystem eingehaust 
und dieses in einer technologischen Anlage integriert werden. Durch Überspülen mit Vollmedium 
könnten die Hefezellen aus den Sporen reaktiviert werden und beim anschließenden Überspülen 
mit dem Probenmedium ein konzentrationsabhängiges Fluoreszenzsignal liefern. Erste 
erfolgversprechende Vorversuche zur Reaktivierung von Hefezellen aus Sporen durch Inkubation 
in flüssigem Vollmedium wurden dazu bereits durchgeführt.  
Die Ganzzellsensoren für den Analyten Essigsäure dienten dem Nachweis der Möglichkeit des 
Einsatzes von Sporen zur Lagerung der hefebasierten Biosensoren über einen längeren Zeitraum. 
Die Ergebnisse zur Langzeitstabilität sollte man gegebenenfalls auch auf andere S. cerevisiae-
Ganzzellsensoren übertragen können. 
 
Signalverstärkung des Ganzzellsensors mit genomisch integriertem Reporterkonstrukt  
Nach der Integration des Reportergenkonstruktes in das Genom von S. cerevisiae wurden signifikant 
niedrigere Fluoreszenzsignale bei Anwesenheit von Essigsäure im Medium im Vergleich zum 
plasmidbasierten Sensor ermittelt (Abb. 20). Deshalb erfolgte die Suche nach Möglichkeiten einer 
Verstärkung des Signals.  
Als eine Option erfolgte eine weitere genomische Integration des Reportergenkonstruktes, neben 
der schon Bestehendem im TYR1-Lokus, in den Bereich des URA3-Lokus. Die Wahl des 
Integrationsortes machte einen negativen Einfluss der Integration auf die Physiologie der Hefezelle 
unwahrscheinlich, da dieser im BY4742 Stamm von S. cerevisiae bereits deletiert vorliegt 
(Brachmann et al., 1998). Durch die Doppelintegration des Konstruktes 5`-YGP1-tRFP konnte 
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jedoch das Fluoreszenzsignal nicht signifikant im Vergleich zu einer einfachen genomischen 
Integration erhöht werden (Abb. 21). 
Zwei getestete Stämme, mit vermeintlicher Doppelintegration an den gewünschten Stellen im 
Genom, zeigten bereits auf festem Medium eine rötliche Verfärbung der Kolonien. Dieses 
Phänomen wurde so sonst nur bei der Positivkontrolle mit konstitutivem Promotor beobachtet. 
Die diagnostische PCR zum Nachweis der genomischen Integration im URA3-Lokus fiel für diese 
Stämme negativ aus, gleichzeitig wurden aber signifikant verstärkte Fluoreszenzsignale gemessen 
(Abb. 21). Es muss davon ausgegangen werden, dass die zweite genomische Integration in einen 
unbekannten Integrationsort erfolgte und dies eine verstärkte basale Transkription des 
Reportergens zur Folge hatte. Das Phänomen einer Integration in einen unbekannten Ort im 
Genom im dem Resultat eines verstärkten Fluoreszenzsignales wurde bereits 2011 beschrieben 
(Groß, 2011). Die Autorin schlussfolgerte, dass es im Genom der Hefezelle neben dem gewählten 
Integrationsort wahrscheinlich noch andere Loci gibt, die für die Integration mittels homologer 
Rekombination passender sind. 
Da keine Aussage getroffen werden kann, wohin genau die zweite Integration erfolgte und, ob dies 
Auswirkungen auf die Physiologie der Hefezelle hat, sollten diese beiden Stämme als 
Ganzzellsensoren nicht eingesetzt werden. In Kombination mit dem großen Klonierungsaufwand 
und verbunden mit dem notwendigen Einsatz verschiedener Resistenzkassetten zur Selektion 
wurde der Ansatz einer Mehrfachintegration nicht verfolgt. 
 
Eine weitere Möglichkeit der Signalverstärkung ist eine Überexpression des Transkriptionsfaktors 
Haa1p. Tanaka et al. (2012) beobachteten bei Vergleich eines HAA1-überexprimierenden Stammes 
mit dem Wildtyp eine 30-40-fach höhere Transkription der Zielgene YRO2 und YGP1 des 
Transkriptionsfaktors. Der Stamm mit HAA1-Überexpression war allerdings weniger sensitiv in 
Bezug auf Essigsäure, auch die intrazelluläre Konzentration an Essigsäure war im Vergleich zum 
Wildtyp signifikant geringer, wobei nicht bestimmt werden konnte, ob dies das Ergebnis der 
Hemmung der Aufnahme oder des verstärkten Exports von Essigsäure war (Haitani et al., 2012; 
Tanaka et al., 2012). 
 
PDR12 kodiert für einen Transporter zum Export von Acetationen, HOG1 für eine Proteinkinase, 
die am Abbau des Fps1p-Kanals zur Aufnahme von Essigsäure beteiligt ist (s. Einleitung). 
Mollapour und seine Mitarbeiter beobachteten eine gesteigerte Aufnahme von Essigsäure in Δhog1-
Mutanten (Mollapour und Piper, 2007; Mollapour et al., 2008, 2009). Durch die Transformation 
von Δhog1 und Δpdr12 Deletionsstämmen mit dem Essigsäure-Reportergenkonstrukt konnte das 
Fluoreszenzsignal des plasmidbasierten Ganzzellsensors jedoch nicht signifikant verstärkt werden. 
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Gleiches galt auch für den in dieser Arbeit generierten Doppeldeletionsstamm Δhog1 Δpdr12 
(Abb. 16). Eine genomische Integration des Reportergenkonstruktes in die Deletionsstämme mit 
nachfolgender Untersuchung des Fluoreszenzsignals bei Anwesenheit von Essigsäure könnte 
getestet werden. 
 
Eine weitere Option zur Verstärkung des Fluoreszenzsignals nach Integration könnte eine 
Veränderung der Anzahl an Haa1p-responsiven Elementen sein. Mira und Kollegen konnten 2010 
zum Beispiel für PHM8 mit fünf HREs und TPO2 mit vier HREs im Vergleich zu anderen 
Zielgenen mit weniger HREs erhöhte Genexpressionen (15,7- bzw. 14,9-fach) beobachten. Dem 
entgegen steht jedoch die 11,1-fach erhöhte mRNA-Expression in YRO (Mira et al., 2010b). In der 
Promotorregion dieses Genes befindet sich kein HRE (Vergleich Sequenz im Anhang), weswegen 
eine artifizielle Erhöhung der Anzahl an HREs im 5`-regulatorischen Bereich wenig 
erfolgversprechend zu sein scheint.  
Als weitere Möglichkeit könnte die eingesetzte Promotorsequenz auf essentielle Bestandteile (den 
Bereich mit den HREs) einschränkt und dadurch eventuell vorhandene Sequenzabschnitte mit 
negativen Einfluss auf die Transkriptionsaktivierung eliminiert werden. Zum Beispiel konnte 
gezeigt werden, dass durch eine Verkürzung von 5`-FET3 auf 263 bp vor dem 
Transkriptionsstartpunkt das Fluoreszenzsignal ausgelöst durch einen Mangel an Eisen deutlich im 
Vergleich zu einem Promotor mit 1.000 bp verstärkt wurde (Yamaguchi-Iwai et al., 1996). Beim 
Einsatz des 5`-regulatorischen Bereichs von CCC1 (Aktivierung bei Eisenüberschuss) waren 341 
bp ausreichend. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass ein weiter downstream liegendes responsives 
Element gar nicht benötigt wird (Li et al., 2008). Eine Verkürzung der Promotorsequenz muss aber 
nicht zwingend einen signifikanten Effekt auf die Stärke der Transkription des nachgeschalteten 
Genes haben. Beispielsweise wird in der Literatur für 5`-CTR1 348 bp als ausreichend angegeben 
(Labbe und Thiele, 1999). Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten jedoch keine verstärkte 
Expression des Reportergens tRFP im Vergleich zu einem Promotor mit 536 bp bestätigen. 
Im Verlauf der Arbeit stellte sich das Reportergenkonstrukt mit dem 5`-regulatorischen Bereich 
von YGP1 am geeignetsten zur Herstellung eines Ganzzellsensors für die Essigsäure heraus. Zur 
Generierung des Reportergenkonstruktes wurde eine 1.000 bp-große Promotorsequenz 
verwendet. In dieser wurden zwei Haa1p-responsive Elemente identifiziert. Um beide HRE 
einzuschließen, könnte die Sequenz auf maximal 824 bp und demnach nicht signifikant verkürzt 
werden. Da beide HREs downstream weiter weg vom Startcodon liegen wäre ein Promotor mit 
mindestens 574 bp nötig, um zumindest ein Haa1p-responsives Element zu enthalten.  
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Durch Anwendung des Hefe-Pheromonsystems konnte in dieser Arbeit das Fluoreszenzsignal des 
Ganzzellsensors mit genomisch integriertem Reportergenkonstrukt deutlich verstärkt werden. Der 
Einsatz des Systems zur Signalmodulation ist bereits in der Arbeitsgruppe etabliert und auch 
patentiert (Ostermann et al., 2012). Dabei dient der α-Faktor als Signalmolekül. Durch 
vorangegangene Arbeiten konnte gezeigt werden, dass durch eine Kokultivierung von α-Faktor-
ausschüttenden Sensorzellen mit einer vielfachen Anzahl an Reporterzellen, bei denen die 
Expression eines Fluoreszenzproteins unter der Kontrolle des Pheromon-induzierbaren FIG1-
Promotors steht, das Signal signifikant gesteigert werden kann (Groß et al., 2011). Dieses Wissen 
wurde in der vorliegenden Arbeit zur Generierung von Sensorzellen, die bei Anwesenheit von 
Essigsäure mit einer Ausschüttung von α-Faktor ins Medium reagieren, genutzt. (BY4742 bzw. 
BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP + p426-YGP1-MFα1). Mit p426-FIG1-tRFP transformierte 
S. c. BY4741 Δbar1-Zellen dienten als Reporterzellen. Durch die Kokultivierung von Sensorzellen 
mit Reporterzellen im Verhältnis 1:10 konnte das Signal nach 10 h Inkubation in Medium mit 
15 mM Essigsäure 30 bis 40-fach, im Vergleich zu Hefezellen mit einer einfachen genomischen 
Integration von 5`-YGP1-tRFP im TYR1-Lokus, verstärkt werden. Dabei wurde die Signalstärke 
des plasmidbasierten Sensors ebenfalls um das Zweifache übertroffen (Abb. 25). Da BAR1 für eine 
Protease kodiert, welche am Abbau des α-Faktors beteiligt ist (MacKay et al., 1988), erwies sich der 
Einsatz eines Δbar1-Stammes als vorteilhaft (Abb. 25). 
Es erfolgte zudem eine genomische Integration von 5`-YGP1-MFα1 in den BAR1-Lokus von 
S. c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP. Durch die Transformation dieses Stammes mit p426-FIG1-tRFP 
wurde eine Hefezelle mit deletiertem BAR1-Lokus erzeugt, die sowohl Sensor als auch Reporter 
war. Mit Hilfe dieses Ganzzellsensors konnte das Signal durch Essigsäure jedoch nur zweifach 
moduliert werden (Abb. 25). Dies ist wahrscheinlich auf die zu geringe Ausschüttung an α-Faktor 
aufgrund nur einer Kopie von 5`-YGP1-MFα1 zurückzuführen, weswegen mit diesem Ansatz 
vorerst nicht fortgefahren wurde. 
Der oben dargestellte Ansatz der Kokultivierung von Sensor- und Reporterzellen ist sehr 
vielversprechend und sollte weiterverfolgt werden. Primär sollten zukünftig andere Verhältnisse 
der Zelltypen auf eine eventuell noch bessere Signalverstärkung hin getestet werden. Die 
Untersuchungen zur Signalmodulation mittels Hefe-Pheromonsystem erfolgten im Kolben in 
kontinuierlichen Schüttelkulturen (Batch-Verfahren). In einen nächsten Schritt sollte das System 
miniaturisiert und getestet werden, ob eine Kokultivierung der beiden Zelltypen bspw. auch im 
Mikrotiterplattenmaßstab möglich ist. Eine Herausforderung dabei könnte ein eventuell 
unterschiedliches Wachstumsverhalten der verschiedenen Zelltypen sein. Eine weitere 
Anwendungsmöglichkeit des Systems könnte in einem mikrofluidischem Aufbau realisiert werden. 
Durch getrennte Einhausung der unterschiedlichen Zelltypen könnte das Problem des 
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unterschiedlichen Wachstums bzw. der gegenseitigen Beeinflussung gelöst werden. Eine für den α-
Faktor durchlässige Membran könnte dabei die Zelltypen separieren und gleichzeitig dafür sorgen, 
dass das bei Anwesenheit des Analyten in der Probe von den Sensorzellen ausgeschüttete 
Signalmolekül in Kontakt mit den Reporterzellen kommt, die als Reaktion darauf ein messbares 
Fluoreszenzsignal generieren sollten. 
Durch die genomische Integration des Reportergenkonstruktes für den Analyten Essigsäure in den 
TYR1-Lokus von S. cerevisiae ist es gelungen, stabile reproduzierbare Ergebnisse ohne große 
Schwankungen zu erhalten. Es konnte gezeigt werden, dass durch den Einsatz von Sporen eine 
Lagerung des Ganzzellsensors bei gleichbleibender Signalstärke über mindestens sechs Monate 
möglich ist. Durch Einsatz des Hefe-Pheromonsystems konnte das nach der Integration 
abgeschwächte Fluoreszenzsignal signifikant verstärkt werden.  
4.4 Einsatz des Hefe-Ganzzellsensors für die Detektion von Essigsäure 
Gesetzlichen Vorschriften bei einem technologischen Einsatz des Ganzzellsensors 
Für die Anwendung eines Biosensors außerhalb des Labors sollte dieser stabil und sensitiv, 
gleichzeitig klein und gut transportabel sein. Weitere Anforderungen sind einfache Bedienbarkeit 
und Kosteneffizienz. Eine Herausforderung, die den kommerziellen Einsatz von Ganzzellsensoren 
bisher noch nicht praktikabel gemacht hat, ist die fehlende Robustheit zellbasierter Biosensoren, 
bspw. in Bezug auf Veränderungen der experimentellen Bedingungen (Michelini et al., 2013). Diese 
Problematik könnte durch den Einsatz von Sporen zur Lagerung und dem Transport unter 
Bewahrung der Leistungsfähigkeit des Ganzzellsensors überwunden werden (Date et al., 2007, 
2010). 
Ein anderes Problem der Anwendung von Ganzzellsensoren außerhalb des Labors besteht in der 
Sicherheitsproblematik beim Einsatz genetisch modifizierter Mikroorganismen (GVOs). Die in 
dieser Arbeit zur Generierung von Ganzzellsensoren verwendeten gentechnisch veränderten 
Hefen der Sicherheitsstufe S1 und unterliegen der Gentechnik-Sicherheitsverordnung (GenTSV). 
S1-Mikroorganismen stellen zwar nach dem Stand der Wissenschaft kein Risiko für die 
menschliche Gesundheit und die Umwelt dar (GenTSV), dürfen aber nicht ohne Genehmigung 
außerhalb zugelassener Laboratorien bzw. technologischer Anlagen eingesetzt werden. Für eine 
Anwendung hefebasierter Ganzzellsensoren in der Praxis müssen diese also so sicher und 
abgeschlossen eingehaust werden, sodass gewährleistet werden kann, dass keine Hefezellen in die 
Umwelt gelangen. Dazu muss für die Messzelle unbedingt ein Material gewählt werden, das nicht 
zur Eigenfluoreszenz neigt und somit das Fluoreszenzsignal der Hefezellen beeinflussen würde.  
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Einmalanwendung vs. Mehrfachanwendung des Ganzzellsensors 
Durch abwechselnde Inkubation über drei Tage des plasmidbasierten Ganzzellsensors in Medium 
ohne und mit der Zugabe von Essigsäure, konnte gezeigt werden, dass es theoretisch möglich sein 
sollte, den Sensor mehrmals einzusetzen. Dazu wurde der plasmidbasierte Sensor nach einer 
Vorkultur in Medium mit 15 mM Essigsäure am ersten Tag in Medium ohne die Zugabe von 
Essigsäure kultiviert. Dabei konnte ein Absinken des Fluoreszenzsignals über die Zeit beobachtet 
werden. Durch erneute Inkubation in Medium mit Essigsäure am zweiten Tag stieg die relative 
Fluoreszenz wieder an. Am dritten Tag wurde der Ganzzellsensor wieder ohne die Zugabe des 
Analyten kultiviert, was einen erneuten Abfall des Fluoreszenzsignals zur Folge hatte (Abb. 12).  
Für die Überwachung der Essigsäurekonzentration eines technologischen Prozesses könnte der 
Ganzzellsensor in einer Art Bypass in direkten Kontakt mit der Prozessflüssigkeit gebracht und 
kontinuierlich mit einem Probenstrom überspült werden. Dazu könnten Ganzzellsensoren in einer 
Mikrofluidikzelle eingehaust werden, die über mehrere Tage die Konzentration an Essigsäure 
detektieren. Wichtig ist hierbei jedoch eine ausreichende Versorgung mit Nährstoffen. Daneben 
muss im Vorfeld überprüft werden, ob die Amplitude des Fluoreszenzsignals über die Zeit stabil 
bleibt oder abfällt, worauf die initialen Untersuchungen hindeuten, da die komplette Signalstärke 
vom Beginn der Messung nicht wieder erreicht wurde (Abb. 12).  
Bei der in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchung zur Regeneration des Sensors erfolgte zu 
Beginn jedes Untersuchungstages nach Bestimmung der OD600 die Inkubation in neuen Kolben 
mit frischem Medium und einer festgelegten Start-OD. Bei der Immobilisierung des 
Ganzzellsensors in einem mikrofluidischen System kann durch das kontinuierliche Überströmen 
mit frischem Medium eine ausreichende Versorgung der Hefezellen mit Nährstoffen gewährleistet 
werden. Als problematisch muss dabei jedoch die Proliferation der Zellen betrachtet werden, was 
theoretisch zu einer mechanischen Belastung des Gehäuses führen könnte. Dies könnte durch 
Einbringen der Messzelle in einen festen Support unterbunden werden (pers. Kommunikation mit 
Fa. GeSIM). Inwieweit sich entstehende Drücke negativ auf die Leistung der Hefezellen auswirken, 
muss untersucht werden. Eine der großen Herausforderungen bei der Einhausung von 
Ganzzellsensoren ist es, die immobilisierten Zellen vital und funktional zu halten (Michelini et al., 
2013). Deshalb sollte bei einer mehrmaligen Nutzung des Ganzzellsensors zuvor ausreichend 
geklärt werden, über welchen Zeitraum immobilisierte Hefezellen in einer Mikrofluidik am Leben 
erhalten werden können.  
Das Wachstum der Hefezellen ist bei einer mehrmaligen Verwendung des Ganzzellsensors der 
limitierende Faktor. Inwieweit eine solche Mehrfachanwendung praktikabel oder eine 
Einmalanwendung vorzuziehen ist, muss sich beim endgültigen Einsatz in der Praxis zeigen. Eine 
Alternative zur mehrmaligen Anwendung des Ganzzellsensors wären bspw. immobilisierte Zellen 
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in einer Art mikrofluidischem Chip, der bei Messung in den Probenstrom eingeführt und nach 
Beendigung der Messung verworfen wird. Eine solche Flowzelle sollte möglichst einfach aufgebaut 
und preiswert sein und sich für die Massenproduktion eignen. 
Die Art des Einsatzes des generierten Ganzzellsensors, ob einmalig oder mehrfach, richtet sich 
sicherlich auch nach dem jeweiligen Einsatzgebiet und den dadurch vorgegebenen Bedingungen. 
Im Folgenden sollen mögliche Anwendungsgebiete eines hefebasierten Ganzzellsensors für den 
Analyten Essigsäure näher betrachtet werden. 
 
Mögliche technologische Einsatzorte des hefebasierten Ganzzellsensors 
1) Überwachung von Biogasanlagen 
Die Essigsäure ist bei der Biogasproduktion sowohl ein zentrales Zwischenprodukt, als auch ein 
wichtiger Prozessparameter. Eine erhöhte Konzentration dieser flüchtigen Fettsäure ist ein 
Anzeichen für ein Ungleichgewicht von Säureproduzenten und -konsumenten im Reaktor 
(Switzenbaum et al., 1990). Um eine Prozessstörung möglichst frühzeitig zu erkennen und 
rechtzeitig Gegenmaßnahmen ergreifen zu können ist eine kontinuierliche Überwachung der 
Konzentration an Essigsäure im Biogasprozess sinnvoll.  
Die Konzentration an Essigsäure wird in der Regel mit 0,1 bis 2 g/l (1,7 bis 33 mM) angegeben. 
Ein ausreichendes Ansprechen des plasmidbasierten Ganzzellsensors im Bereich zwischen 1,5 und 
35 mM wurde gezeigt. Die höchsten Induktionssignale wurden erst nach 12 bis 16 h Inkubation in 
Medium mit dem Zusatz von Essigsäure ermittelt. Da es sich bei der Biogasherstellung um einen 
langwierigeren Prozess von mehreren Wochen handelt und in der Regel eine Bestimmung der 
flüchtigen Fettsäuren maximal einmal am Tag erfolgt (pers. Kommunikation Fa. GICON), ist dies 
jedoch ausreichend. Bei entsprechender Notwendigkeit könnte man versuchen, durch 
Modifikationen des Ganzzellsensors, bspw. in Bezug auf Transportproteine, die Ansprechbarzeit 
des Sensors zu verkürzen. 
Die getesteten Essigsäurekonzentrationen wurden so gewählt, dass sie den gesamten 
physiologischen Bereich an Essigsäure eines Biogasprozesses abdecken. Soll der Ganzzellsensor in 
anderen biotechnologischen Prozessen zur Detektion von Essigsäure eingesetzt werden, muss 
überprüft werden, ob die Konzentrationsabhängigkeit der Signale auch bei höheren 
Konzentrationen des Analyten noch gegeben ist oder ob es aufgrund eines toxischen Effektes zu 
einer Hemmung der Sensorzellen durch die Essigsäure kommt (Gutiérrez et al., 2015). 
 
Für einen Einsatz des Ganzzellsensors zur Überwachung von Biogasanlagen sind die 
beschriebenen beobachteten additiven Effekte insofern von Bedeutung, da verschiedene Autoren 
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neben der Essigsäure auch andere flüchtige Fettsäuren als Parameter für eine Prozessstörung 
beschreiben (Ahring et al., 1995; Hill und Bolte, 1989; Mechichi und Sayadi, 2005; Nielsen et al., 
2007). 
 
Durch initiale Untersuchungen von Realproben (Kondensat, vom Projektpartner gesammelte und 
bereitgestellte kondensierte Lösung aus dem Biogasreaktor) konnte gezeigt werden, dass es möglich 
ist, diesem Medium zugesetzte Essigsäure bis zu einem gewissen Grad konzentrationsabhängig zu 
detektieren (Abb. 13). Aufgrund des verzögerten Wachstums der Ganzzellsensoren im Kondensat, 
musste dieses mit Minimalmedium verdünnt werden, um einen Einfluss des Wachstums auf das 
relative Fluoreszenzsignal zu vermeiden. Durch Erstellung einer Kalibrierungskurve konnte die 
Konzentration an Essigsäure in der Probe abgeschätzt werden. Die Kalibrierung sollte stets im 
gleichen Messansatz wie die Untersuchung der Proben erfolgen, um durch den Versuchsablauf 
oder die Ganzzellsensoren bedingte Variationen ausschließen zu können (Maresova et al., 2010). 
Eventuelle, durch die unbekannte Anzahl an Plasmiden bedingte, Abweichungen, könnten durch 
stabile genomische Integration des geeigneten Reportergenkonstruktes minimiert werden.  
Die mit dem Ganzzellsensor erzielten Ergebnisse zum Gehalt an Essigsäure im Kondensat sollte 
durch eine Korrelation mit einer analytischen Messung verifiziert werden. Leider konnte durch den 
Projektpartner KSI in den im Rahmen dieser Arbeit getesteten Kondensatproben mittels 
Gaschromatographie keine Essigsäure nachgewiesen werden. Ein Vergleich und eine Einordnung 
der mittels Ganzzellsensors genierten Fluoreszenzsignale in Bezug auf die Konzentration an 
Essigsäure in der Probe waren daher nicht möglich. Dies wäre auch schwierig gewesen, da der 
Einsatz von lebenden Hefezellen mit einer gaschromatographischen Analyse nicht ohne Weiteres 
verglichen werden kann. Ganzzellsensoren detektieren den bioverfügbaren Anteil, also die 
Essigsäure, die in die Zelle gelangt und die Expression von Zielgenen moduliert. Dagegen wird mit 
der Gaschromatographie die gesamte in der Probe vorhandene Essigsäure bestimmt. 
 
Bei den bisher durchgeführten Untersuchungen von Kondensat in Zusammenarbeit mit dem 
Projektpartner (Fa. GICON) ergaben sich Herausforderungen, die einer zukünftigen Lösung 
bedürfen. So stammen die Realproben aus einer Biogasanlage, die unter optimalen Bedingungen 
läuft. Dementsprechend sollte die Konzentration an Essigsäure als Parameter für eine 
Prozessstörung nicht erhöht sein. In zukünftigen Arbeiten könnte in einer Versuchsanlage in 
kleinerem Maßstab eine Prozessstörung simuliert werden, um unter Einsatz des Ganzzellsensors 
die erhöhte Konzentration an Essigsäure zu bestimmen.  
Sollte es nicht gelingen, ein inline-arbeitendes Messsystem zu etablieren, bedürfen Probenahme, 
Transport und Lagerung der zu analysierenden Proben eventuell ebenfalls einer Optimierung. Die 
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Probenahme von Kondensat erfolgte durch den Projektpartner (Fa. GICON) in einem relativ 
offenen System in Mehrwegkunststoffgefäße mit Schraubdeckel. Die Proben wurden ungekühlt 
innerhalb eines Tages aus der Biogasanlage in das Labor zur Untersuchung transportiert. Dort 
wurden die Proben aus organisatorischen Gründen bis zur Fluoreszenzmessung bei 4 °C gelagert. 
Da die Essigsäure leicht flüchtig ist, könnten die Probennahme, Transport und Lagerung einen 
Einfluss auf den Gehalt an Essigsäure im Kondensat gehabt haben.  
Um die Schwierigkeiten bei der Probenahme und dem Transport umgehen zu können, wäre der 
Einsatz eines mikrofluidischen Systems, welches in einer Art Bypass in der Anlage integriert ist, 
denkbar. Das Probenmaterial fließt in einem kontinuierlichen Strom über die eingehausten Zellen, 
sodass durch dieses geschlossene System der Prozess nicht gestört werden muss und keine flüchtige 
Essigsäure entweicht. Die Fluoreszenz könnte beispielsweise über ein Handspektrometer durch 
Mitarbeiter des Biogasbetreibers direkt ausgelesen werden. Ansteigende Signale würden auf eine 
erhöhte Konzentration an Essigsäure hindeuten und eine zeitnahe Gegensteuerung, um eine 
Störung des Prozesses zu vermeiden, ermöglichen. Die Kosten eines Umbaus der Biogasanlage zur 
Schaffung eines solchen Bypasses sollten dem Nutzen und Vorteil der Anwendung eines 
Ganzzellsensors gegenübergestellt werden.  
 
2) Weitere technologische Prozesse bei denen eine Überwachung der 
Essigsäurekonzentration sinnvoll ist 
Eine Überwachung der Konzentration an Essigsäure ist bei deren Herstellung, aber auch der 
weiteren Verarbeitung sinnvoll. Die Produktion von Essigsäure erfolgt heutzutage vor allem 
großtechnisch durch die Carbonylierung von Methanol, die direkte Oxidation von gesättigten 
Kohlenwasserstoffen (bspw. n-Butan) oder die Oxidation von Acetaldehyd. Daneben wird ein Teil 
biotechnologisch mittels Fermentation hergestellt (Steinborn, 2010). Essigsäure wird als 
Konservierungs- und Säuerungsmittel in der Nahrungsmittelindustrie (E260) eingesetzt, dient der 
Synthese von Vinylacetat und Ethylacetat als Vorstufen für die chemische Synthese von Polymeren 
(Mira et al., 2010a) und wird als Substrat für die Produktion von Chemikalien wie bspw. Milchsäure 
und Xylitol eingesetzt (Mira et al., 2010c). 
 
Neben der Produktion von Biogas spielt die Essigsäure auch bei anderen biotechnologischen 
Prozessen eine wichtige Rolle. Die Essigsäure ist bspw. ein Zwischenprodukt bei der Herstellung 
von Bioethanol, als Alternative zu fossilen Brennstoffen, aus Zellulose unter Einsatz von 
Hefezellen (An et al., 2015; Haitani et al., 2012; Li und Yuan, 2010). Sie entsteht bei der Freisetzung 
von Acetylgruppen aus der Hemizellulose. Die Menge an freigesetzter Essigsäure ist abhängig von 
der Menge und der Art der Vorbehandlung der Hemizellulose. In der Regel beträgt die 
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Essigsäurekonzentration bei der Produktion von Bioethanol 5 bis 10 g/l (83 bis 167 mM) 
(Kawazoe et al., 2017; Lindberg et al., 2013; Palmqvist et al., 1999). Daneben entsteht Essigsäure bei 
diesem Prozess außerdem als Produkt bakterieller Verunreinigung und zu einem kleinen Teil als 
Nebenprodukt der Hefegärung (Li und Yuan, 2010). Zudem wird Essigsäure als Startmaterial für 
die Bioethanolproduktion eingesetzt (An et al., 2015; Lee et al., 2015). Die Kontrolle der 
Essigsäurekonzentration bei der Produktion von Bioethanol ist wichtig, da der Analyt einer der 
stärksten Hemmstoffe bei der Hydrolyse von Lignozellulose, besonders bei niedrigem pH-Wert, 
ist. Eine effiziente Umwandlung der Hydrolysate zu Bioethanol erfordert deshalb 
Mikroorganismen mit größerer Toleranz gegenüber Essigsäure, eine Anpassung des pH-Wertes 
oder die Verringerung von Essigsäure (Swinnen et al., 2014) und macht eine kontinuierliche 
Überwachung mittels spezifischer Sensoren unabdingbar. 
 
Essigsäure entsteht ebenfalls durch verunreinigende Milchsäure- bzw. Essigsäurebakterien bei der 
Weinherstellung (Mira et al., 2010c) und kann als Metabolit des mikrobiellen Stoffwechsels 
theoretisch zu jedem Zeitpunkt der Weinherstellung auftreten: Zu Beginn in den Trauben, oder im 
Endprodukt in der Flasche (Vilela-Moura et al., 2011). Der Anteil an flüchtigen Säuren sollte in 
Weinen möglichst niedrig gehalten werden. Bei zu hohen Konzentrationen kann der Wein 
verderben, in der Regel gekennzeichnet durch einen scharfen Geschmack und ein unangenehmes 
Essigaroma. Die Essigsäure kommt in Weinen typischerweise in Konzentrationen von 0,2 bis 
0,6 g/l (3,3 bis 10 mM) vor (Sousa et al., 2012; Vilela-Moura et al., 2011). Nach Ribéreau-Gayon et 
al. (2006) sollte eine Wein sogar mindestens 0,9 g/l (15 mM) Essigsäure für den spürbaren bitteren 
sauren Nachgeschmack, ohne den starken typischen Essigsäuregeruch, enthalten. Die bei der 
Weinherstellung vorkommenden Konzentrationen an Essigsäure ähneln denen bei der 
Biogasherstellung (1,6 bis 33 mM), weswegen ein Einsatz der generierten Ganzzellsensoren 
vorstellbar ist.
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5 Zusammenfassung 
Im Bereich der Biosensorik nehmen Sensoren auf der Grundlage lebender Zellen eine besondere 
Rolle ein: Mit ihrer Hilfe ist es möglich ohne großen technischen Aufwand die Bioverfügbarkeit 
eines spezifischen Analyten zu detektieren. Aufgrund ihrer Robustheit und der Einfachheit der 
Kultivierung eignet sich die Hefe S. cerevisiae in besonderem Maß zur Generierung von 
Ganzzellsensoren. Ein weiterer Vorteil des Einsatzes dieses eukaryotischen Mikroorganismus ist 
die Möglichkeit der Übertragbarkeit der Ergebnisse auf höhere Organismen. 
Ziel dieser Arbeit war die Herstellung hefebasierter Ganzzellsensoren für die Detektion von 
Essigsäure. Als Referenzanwendung diente der Biogasprozess, denn dort ist die Essigsäure sowohl 
ein Zwischenprodukt als auch ein Indikator für Prozessstörungen. Zur Optimierung der 
Produktion und einer besseren Steuerung von Biogasanlagen ist daher eine kontinuierliche 
Überwachung der Essigsäurekonzentration im Prozess sinnvoll. 
Im Rahmen dieser Arbeit konnten mit 5`-YGP1, 5`-TPO2 und 5`-YRO2 drei Essigsäure-
spezifische Promotoren identifiziert werden. Durch Kopplung mit einem rot-fluoreszierenden 
Protein entstanden Reportergenkonstrukte, die in Hefezellen verbracht wurden. Entsprechende 
Transformanden wurden initital charakterisiert. Das Reportergenkonstrukt 5`-YGP1-tRFP erwies 
sich aufgrund der Stärke und des Verlaufs des Fluoreszenzsignals für die Generierung eines 
Ganzzellsensors als besonders geeignet. Die erzeugten rekombinanten Hefen fluoreszierten in 
Anwesenheit von Essigsäure abhängig von der eingesetzten Konzentration der Säure in einem 
Bereich von 1,5 bis 35 mM. Beispielsweise konnte bei Zugabe von 30 mM Essigsäure eine bis zu 
20-fache Induktion der Fluoreszenzsignale beobachtet werden. 
Im weiteren Verlauf erfolgten unter anderem Analysen zur Regeneration des entwickelten 
hefebasierten Sensors. Die Regenerationszeit betrug ca. 8 h. Die erhaltenen Ergebnisse weisen 
darauf hin, dass die Möglichkeit einer Mehrfachanwendung besteht. 
Zur Optimierung des Sensors wurde der Einsatz von Stämmen, bspw. mit der Deletion 
spezifischer Transporter zum Import von Essigsäure bzw. dem Export von Acetationen, 
untersucht. Hinsichtlich einer erhöhten Signalstärke oder kürzeren Reaktionszeit war jedoch kein 
Einfluss einer Deletion nachweisbar. 
Zur Untersuchung der Querempfindlichkeit wurden andere, ebenfalls im Biogasprozess 
vorkommende, flüchtige Fettsäuren getestet. Dabei konnte die Spezifität des entsprechenden 
Ganzzellsensors für die Essigsäure gezeigt werden. Testungen von Realproben aus dem 
Biogasprozess, die vom Projektpartner bereitgestellt worden waren, verliefen vielversprechend.  
Für den Einsatz von Ganzzellsensoren in der Praxis ist eine lange Standzeit von Vorteil. Aus 
diesem Grund wurde im weiteren Verlauf der Arbeit dazu übergegangen, Reportergenkonstrukte 
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stabil im Genom der Hefe zu integrieren um die Langzeitstabilität dieser generierten 
Ganzzellsensoren zu untersuchen. Durch Paarung und Sporulation wurden Sporen erzeugt, aus 
denen nach der Lagerung über einen Zeitraum von bis zu sechs Monaten vegetative Hefezellen 
erfolgreich reaktiviert werden konnten. Dabei fluoreszierten die Ganzzellsensoren in Anwesenheit 
von Essigsäure mit der gleichen Stärke und Konzentrationsabhängigkeit wie zu Beginn der 
Lagerung. 
Durch den Einsatz des auf dem Hefe-Pheromonsystem basierenden Verstärkersystems für 
zelluläre Signale, welches bereits in der Arbeitsgruppe etabliert ist, konnte das nach der Integration 
abgeschwächte Fluoreszenzsignal erfolgreich 30 bis 40-fach amplifiziert werden. 
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7 Anhang 
Anhang A 
 
DNA-Sequenzen 
Im Nachfolgenden sind die Sequenzen der für die Generierung von Reportergenkonstrukten 
eingesetzten 5`-regulatorischen Elemente angegeben. Die Größe der eingesetzten 
Promotorbereiche wurde auf 1000 bp 5`-seitig des Transkriptionsstartpunktes festgelegt. Befand 
sich in diesem Bereich ein weiterer kodierender Genbereich, wurde der 5`-regulatorische Bereich 
entsprechend verkürzt. Das minimale HRE-Motiv 5`-(G/C)(A/C)GG(G/C)G-3` (Mira et al., 
2010a) wurde orange hervorgehoben.  
 
 
Promotorsequenz PHM8 (1.000 bp) 
 
1   AATTCTAAAC CAGAATCTTG GATCAAAACT TTACCGTGGA ACAGTAAAGA AACAGAAGAT AGCTTGATAT CACGGGAAGT CTCCAATGAA  
91  CTCAAAACAC CAGTGACAAC ACGATCTGAA AGACCATCCT TATCTTGTTG CAACTTCATC ATCTTGATTT CTCTAGCGGC TGCATCTACC  
181 TCCGATTCTT CAGCAGCAGC CTCCTTTTTT CTACCTAGCT TTCTGATGGT TTTACCGGCA GCGGCTTTCT TAGCCTCTCT TTCAGCTTTC  
271 TTAGCATCTC TCTTGGCCTT TGACGCAGAT ACTGGTGGCA TATTTGGTTC TGTCAAGTTA CTGTTTGTAG CACTGAGGGG AAGAAAACAA  
361 TTTTTGCAAG AAAAAAGTTA AGAAAGAAGA AGAAAAACTA CACGGGCACT AACATGTTAA ATATGATAAT ATTTTTTTTT ATAAGAGAAT  
451 CACTACCAAG TTACCTGAAC TACGTCAAGG AAAAGCCATT AATTGAGATG AGGTGAACGA AGAAAAAAAA AAAGAAAAAA ATTTTTATTT  
541 TTTTTTCCAT CGGTCTCCCC CCTCACCTTT CTTTTTTCAT TCGTTTAAAG TGAGATTAGG GTAATGCATT TCGTATTTAG TGAGTAAACG  
631 TCAAAGGTGA TATAGGGGGT TTTTCTTTTT CCAGAAAAAG AAAGAAAAAA GCCGGCGGTC GCCGCCGGAG ATGGTTGAGA AAAAAAGGGG  
721 GCAGCAACGT GCTTCACATA CAAACCAAGT TCTTGGATCT GTACGATCGT TTCTGCGGGT TTTTCCGTAT TTGCCGCAAT ACTGAAATGG  
811 CTCATTATTA GGAGATGTGC ATATAATGTA TATACATACA TTTAGCATAT GTAATACATT CGTACATGTA TAGAAATATA TGTTTATATA  
901 TATATATATA TATATATGTA TATACGAACT CGGTTTAACG CATAGTTGGT AAAAGATTTA ATGTAGATAA AAAACACATA AGTTTTATAC  
990 GCACGTAATC  
 
 
Promotorsequenz SPI1 (923 bp) 
 
1   GAGCTCTAGA TCAAATTTAT GCATATGAAA CGTGATATCC ACCGTTATTC TCCCTCTCGA ACACAGGACT TCGATAGTAT CTTTTGTAAT  
91  CTGTTCAGCT CAACTATTTG TTACCATACC ATCATCATCA CTTTACACAT ACTCATCATG TGTTTATTGA CGCGAGCGCG ACTTGCAAGA  
181 AAAGGCATAA TTGTGGCGAG GTAATGAAAA ATTTTTGACG TTTCCCTCAT TCATTCATAC ATAACATTTT GGGATTTTGG AACAAGGCGA  
271 GAGGAGAACG TCTTTGGACC ACTGTAATAG TACACAATGC AAGATATTTT AAGTTTATGC TAAAAATCCA GAAGTGACGC TTCATCAACG  
361 GTGTCAATAT GGACCGAATT TTAGTGTATC TTCAATTGTA ACCGTGAGGA GTAGACTCTT TGAATACGGG GGAAGAAGAA ATATCATATT  
451 CAAAGCTAAT TCATTGAAAT TAGTGCTTGT CTCATCTAGC CTTTAGTGCT TAATCTCTGG AGGAGCACAT ATGGGGTTAA AGCCATGCCG  
541 GGACTGGGGG CCCCTATCGG GGCTCGAACC CGAATCCCGC GAGTATTTAT TTGAAGGTCC GGGACGCAAG TTACCTAATC TGGTTAATTG  
631 ATATCCCATT TAGGCGATGA CGTTCCTTCC CCTCACCCCT CGGCTTGTTA GAAGATCTAT TGTTATAGCC TCCTCTGGAA GAATTTATGC  
721 CAGATGAAGA AAAAAACTTC TCGAAGTTCC CAGATGCCCA AATGAGGGCT TTCCATCCCT GTTAGCTGGA AAAGTGTAAG TATATCTATA  
811 TAAAAAGTCG GCCTACTTTT GCCAGGTTCG TCTTTCACTT GCACTCTCTT GATCTTACTT TCTACTCAAA AAGAATCCAA TACACAAAAA  
901 TAAAATCAGT ACTATTACTA ATA 
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Promotorsequenz TOS3 (1.000 bp) 
 
1   CCACCCAGTT GGCAGCGGAT GCCGAAGGGC GGAAGGAAGG GGCGTGTATA GGCTTCTTTA CGAGAGCAAA AGACATTACA ACGTACAAGG  
91  GACATTCCGT TCCCTTGTAC GTCATGTTAA TGAGCAAGAA ACCGCTCACC GGCAATGGTT GGTGGTAGTG GTAGTATGGA CTCTTTGGGT  
181 GATGAAAAGT AATCAGAACA TTCTGCAATT TCTTTACATT TCCAATACTT GCTCCATTTA ATCCTTTCCT TAGGTGGCGA TAGCCCACGC  
271 GAAAGACGAC CTAGGGTCAG GAGATTATCA ATGCACTTGA GGCTTTAACT ACTATGGCTT AAGAAGGGTA GCTACTTTAT TTTTGTGCTT  
361 TTAAGAAATG TAATCATTAA TTAAGTAATT AGGAGGTCAA GACGAAAACC ATAAATAGAT TGTGTAGAAG GGGCCGTACA TTTTGTTTCT  
451 TATGCAATGT GGTAGTTTCG TTTACCGCCC TCGCCGGTCC ATCACAGCAT TTTGGAGTTC CTTTCTAAGG TCCATCGGAG CACCTTTATT  
541 TTTTTTGCGC TTCGGATAAA TTGCATTTGG TTGATAACTT CCATCTCCAC CCGTCCCCTC GCACCGGACC TTTTAAAGAT CCCTTTGTAT  
631 ATAATAAACC AACGGGTCCT ATAAAGACTA CCGCTGATAT CTTCGGTTTG CACAACGTCC TTCAGCAAGC AAAATATGGC TGTTTTTATT  
721 CTCTGTATGT CCTCATTGAT GAGGACTCGC AACAATCTTG GCTATTTTTT TCGTTGAGCA TACCCGGTCC CTGAATCTTT TGTGCGGGTA  
811 TTATACGAAG AGCGGGTGTG CCTTACTTAT CCGCGCGGTA TATAAAGCCA TACATTGTTA GGACAGGTGT CCCCAATAAG AAACACTACT  
901 TGTAAGTGGT ATATAATGCT CGAGCCTCTA GTGACTCGTA CTCTACGCCT TGAAATTGCT GCGCACATAT TCTGCATATA AAAAGGAAGC  
990 TTTGAAGAAT  
 
 
Promotorsequenz TPO2 (1.000 bp) 
 
1   CCTATGCAAA AACCCTTCCC CTGATCTATT TGCCATTTAG CCGCCCAAAG TACCGCAGAA GCTGTTACAA ACACATCACG GGCCACCGGA  
91  AAAAGTATTT TTTTGCTGCT TACCTGAATA TATTTGCGCT TAAAAAAATT TTCCGGCGCT TCCGAGTGAA ATATACTGCT TAACTGTGTC  
181 CGGAGAAACC TCGTGCGGAA AACAGCGCAA ACCGCAAAAA CCCCGCAATG GGCGCGCTTA CTCAAATTCC CTCGGGTGGT CTCACGGGCT  
271 GGCCGCAGCG CAGTCGCCTG CCGCACTAAA CCTTAAAAAT GCGAGAGCGC ATGCACGGCG GACGTCGTGG AAGCCTGACG CGTGCGCCCT  
361 TCTCCTCCCG AGGGACATAA TGTCTTGGTG CCTTACTAGA ACCGATTTCT CGAGATGATT CCATAGCCGT TAAATTCATC TCAAAAGAAT  
451 AGAGAACACA GCAGCGCAGA ACGAAAACAA ACTGTCGCGT CGCATTTTAC TGAACGAGTC ATTCGCATAT TCTGCTTAGG TGTCTGAGTC  
541 TTTTAAACGC ATTCTAGGTT TTTCGAAAAA GCCACCGAAG AACACTGCCA TCCGCATGCA CTGTAATGCC ACTGTTTATT TTTTTTTCTT  
631 GCTATATATA TACATTGCGC ATACACCCTT TTGAGGTTTC GTACTAGGAT TTTTTTGTAT TTGTTTATGT TCTTTTTTCC TGAAGACATC  
721 AAGAAGAAAT AAGAAAACAA ATATATCATT TTATTGTTTG TGTTTATAGA GAACAATATA CAACTTCCTT CTCCTACTAT ATCAAGTTTA  
811 ATATTTAATT TTTTTTTTTT TTCGGTTTGA ATTTTAATTT TAACTTTAAT TTCAAAAAGT AATTGATACA TTCTTTTATC AAAGCCCTGC  
901 TATTATTCTT TATTTCTACA CCCTAATATT TTTTGTCCAT TGATATTTTT CCTTTAATTC CATCTAATAA CTAATCACAA AAATAATACA  
990 CAAAACAAAT  
 
 
Promotorsequenz TPO3 (805 bp) 
 
1   GAGCTCTTTA TATAATCAAG CATTCCCTCC ATACAAAATG TGTCTGCAGC CACGTGCAAA GTACGGTCGT CGTGTGCTAA AGACCAGTAA  
91  GTACAGTCTA GCGGGCCTCT GACTAGCTTC TCTGTGCTTG GCGAGGGGTT TACTGGAGCC CAATCGGACT AGCCGGGCTT CGTCACTGCG  
181 GCAATGTCTT CGCCCAACGG ATCGGAACAG CTCACTGATT TCACCCAAAC GGGAAAAAGG AAAAACAAAA ACAAAACAGA ACGGCGTAGT  
271 TTCCGGCAGC CATGATGATC CCTGATCCAT AGAGCCATTT TTTTCATTTA TTTCCTAATG CATTTTGTTC ATATTCTGGA TCTGCGTTAA  
361 ACGCTGTAAA ACTGGCTCGT TTCTTTTATA TATCTTGCAA TCATTCGCTG CTCAACCATC CTAGTCTCTT TTTACACGTA CCCTTTTTCC  
451 ACTTTTTCTT TTAGTTTATA TATTCTTTTC GCCTAAGAAC ATTTGTCTTT GTAATCTACT TAACTTAGCA ATTGTCAGCT GTCCTGTTAC  
541 AACCTGTTCT CCAAAGTGAA TACAATAAGC AGTATTTGCT CTTTTTCGTC TAGGTGCGTT GATCTAATCT TCTTTTTATT TTTCTTCTTC  
631 GTTCAGCCTT TTTTGTCCTC ACCGGTAGCG TTCACCCTAA TTCTTTAATT GTCATACCCA TAATTATACT ACAAATTTCG TGGTCTAGTT  
721 TTCTAATATA ACTAATTACT TTCTCCCTTC TTACTTCATT ATTTTAATTT TGCATTAGTA CTCCTCTAGC CAAAGATAAA CAGAA 
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Promotorsequenz YGP1 (1.000 bp) 
 
1   AGCGTGCTAT TTTTTAAAAA GGGCAAATTT AGGAATGTCT GACGGAATCC CTAATCATCT TTGGCTTTTC CCTTCACTCC CTTCTTTTAC  
91  CGACGATGGT TTGAAGGAAA GAGAAAAATG AGCAATAGGA AAATTCAGTA GTCGATTTCC ATTTCAATTC CCTATTGGGT AATGTGGCGG  
181 CGAGGGCTAA ACATTCGGTA TCATTGATTC AATGTTCTCA CAATGTTCAA ATTCTCGGAT CGGGTATCCC TAATTGGGAT CTCTTTCCAG  
271 AGGAAGGGGC CTTGATGTGG GATTGAAGAC ACATGAGTTT TTTTCTCACC GTCGAAACTT TTGCTTACCC GTAAAACATC GGCCATTCGT  
361 TGGTTTATTA TGTGACTTTT TTGTGACTTT TTTTTTTGCG AAGTTTTCTC GTCATCCGCG GAAGATCCGG CGGGCGAAAA AGTCTCTCAC  
451 TTTTACCCAA TCGGGGCATG TTATGTGGAC ATGTTATGTG TCCAAGAGAC ACATGAGCCC AAAAAGGGTA CACTGTCTAA ATAGTTTACC  
541 CTTTACGAAT CGAAACTTCT CGAAGAAGGG GCCGAAAATT AGCGCAGAAG TTGACGAAAG TTTATACTTT TCCTAATGGA GAGGCTCAGG  
631 AGCTGAAAAG GGATATATTC GTACTCTATT GCATCTTCAA ACTCCGAAGA ATCTCAGTAG GGAGTGAAGC CGGCTTCTCG ATGCTACAGT  
721 TCAACATCGA TACTTTGAAG AAAGAAAGCG CCTATTATAT CTCTTTTACC CTATTAGTAA TAATTAGGAA AAAGGGAGAA AAAAGTACCT  
811 CACTAAAAAA ACCATCATCT CTGAAATATA AAAAGCTTGA TAGAGGGTGA CATTTGCTAG AACTTCTGCT GTGTTCTCTT GGGTTATTGC  
901 TCTTATTGAA TATCCCTTCT ATTTCTTTCT TGCTTGTAAA AAATCAGCTC AAAAAACATC TACAGGATTA ATCGTCAGTT AAGTAATACA  
990 GTAATAGAAA 
 
 
Promotorsequenz YLR194c (363 bp) 
 
1   TGGCTGAAAG GACGAGGCGT ATATAGTTTT CGTGTACATA GCCGACAGAA TTTGACCACA TTTAGTTTTT CCGCATAGTC AATTGACGAA  
91  GTGAAAAAAT AATTAATCCA ATGGCTGGCT TTAGAGTGTC AGCCTCCAAA ATAAATCCAA AAATAGACAA AGAGAATCAC TATAATTACC  
181 GCCTTGGAGT CCAAGTTGGC TTGAGAACTC GCATTTATTT TTAGCGACTG AGGTAGCTGA AAAACGCCTA CTTTCTCAGA AGGCGGTAGT  
271 GAGCATATAT AAGTATGTAA GAAAGATCAA CTCTTCTGGA CTAGATACTC ACCGATCTAG TGAAAATATA AACAAACCCA ACATATATAT  
361 AAA 
 
 
Promotorsequenz YRO2 (1.000 bp) 
 
1   AACTTAGCTA TGTAGGCCGG TGTGTTTGTT CATATCACGG CATACGTTAA CACAATGTAA ATCTTGCTTT GGGTTGACTG AGGGAAATAA  
91  CTATAGACAT CACACCAATG GCTAAGGGAT ATTTCGACCT CGCTATGGGT TCTAAATGAG GGAATGGAAA AAAAGGGTAA ATTGAAAACA  
181 ACCTACCGAT TTTGGTACCA CTTCCGTGAT TTTCGATTCT TCAATTTCCG CATAATTTGC CTCAAATAGG AAATCTGAGC TGTTTTTTTC  
271 TTACCCTCGA GTGGTCGTTC TGCGGACTTT TCTCCGGTCC AATGCATGAA TCCCTTTAAG AAGCATGAAG AAAAAAAAAA ATAGCCTCTT  
361 GTAAAAGCAA AAATGCCTTT CACTATTTCT GTGTAAACGA ATAATTTCGT CATCTTAGTA GTTCACTGGA TAATTGTGCT TTCCAATCAG  
451 ATTAGTTAGT AAAACCCCTA GAAAATTTCA ATGTTAGATC GGGATGATTC CTCATCGGGT TGTTGCTTAT TCATGATCCT TTCAATTACT  
541 GGAAGCTTAC CGAAAAGATA TATAAAGAAC CGAACTTATT CGGTTTACAT GTAAGACAGT GTGTTAGTTA TGGTTTTCCG CCCTTTTCTT  
631 CTCTTGTTTT CTTCGATATT TGTTATTAAC CTTTTCTCAT TTACGATTAT ATAATCAAGT GTCAAGATTG TGTCAGCAAA TAACAGTAAT  
721 ATTCCAACCC GAAAAAAACT ATCTATTTAT CTTTGGATAC TTTAACATAG ACAAGAAGTC CTAAGAACTT ACCATAATTT TTTTTCTAAA  
811 AACCCTTTTT TACTCAAAAC TAATAGCTTA TTCTGGTTAT TTTTAATCAA TCTAGAATTT TTTTCTTTTA ATTCCAAACA ATCTAATAAC  
901 GTTTAACCAC TAATTCTTTA ATTATTAATA TTTAATTTTA AAAATCTTCT AATTTTCCTG ATAACTTAAA GTGACACTAT TTTTTAAAAA  
990 AAGCATCAAA
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Zusätzliche Abbildungen und Tabellen 
Tabelle 35: pH-Wert in unterschiedlichen Medien vor und nach dem Autoklavieren. Die Einstellung 
auf pH 3 bzw. 4 erfolgte durch Zugabe von 37 %-iger Salzsäure. Eine Bestimmung des pH-Wertes erfolgte 
mittels pH-Meter (Checker HI 9810 portable pH-Meter, HANNA instruments) in 3 voneinander 
unabhängigen Messungen. 
Medium 
eingestellter bzw. gemessener 
pH-Wert vor dem 
Autoklavieren 
pH-Wert nach dem Autoklavieren 
Mittelwert Standardabweichung 
MM 5,5 4,63 0,058 
MM4 4,0 3,78 0,057 
MM3 3,0 3,05 0,030 
 
Tabelle 36: pH-Wert der unterschiedlichen Medien nach Zugabe von 5, 15 bzw. 30 mM Essigsäure. 
Der pH-Wert wurde mit dem Hand-pH-Meter Checker HI 9810 (HANNA instruments) ermittelt. Die 
Bestimmung erfolgte in 3 unabhängigen Replikaten (Angabe Standardabweichung in Klammern). Ebenfalls 
angegeben ist der theoretische Anteil undissoziierter Essigsäure in Prozent, berechnet anhand der 
eingesetzten Konzentration an Essigsäure, des gemessenen pH-Wertes des Mediums und des pKs-Wertes 
der Säure. 
Medium 
5 mM Essigsäure 15 mM Essigsäure 30 mM Essigsäure 
pH % undiss. pH % undiss. pH % undiss. 
MM 
3,74 
(0,095) 
96,0 
3,51 
(0,036) 
97,8 
3,34 
(0,040) 
98,4 
MM4 
3,57 
(0,025) 
94,3 
3,41 
(0,030) 
97,3 
3,25 
(0,040) 
98,1 
MM3 
3,06 
(0,023) 
82,2 
3,02 
(0,010) 
93,5 
2,94 
(0,049) 
96,1 
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Bestimmung des Anteils an undissoziierter Säure unter Anwendung der Hendersen-
Haselbalch-Gleichung: 
 
𝐻𝐴 ⇌ 𝐻+  + 𝐴−                    𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑠 + 𝑙𝑜𝑔
[𝐴−]
[𝐻𝐴]
 
 
pKs Stoffkonstante (Essigsäure 4,76) 
[A-] Konzentration der Anionen (Acetationen) 
[HA] Konzentration an undissoziierter Essigsäuresäure 
[H+] Konzentration der Protonen 
 
[𝐻𝐴] =  
[𝐻𝐴]𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
1 +  10(𝑝𝐻−𝑝𝐾𝑠)
      [𝐻+] =  10−𝑝𝐻 
𝐷𝑖𝑠𝑠𝑜𝑧𝑖𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑔𝑟𝑎𝑑 =  
[𝐻+]
[𝐻𝐴]
 𝑥 100 % 
 
[HA]total Gesamtkonzentration der eingesetzten Säure (undissoziierte Säure + Acetationen) 
pH  pH-Wert des Mediums  
 
 
Tabelle 37: Mittels pH-sensitivem grünem Fluoreszenzprotein (pHluorin) ermittelter 
intrazellulärer pH-Wert (pHi) von Hefezellen bei ü.N.- bzw. für 24 h Inkubation in 
Minimalmedium pH 4. Nach Normierung auf OD 1 und Abzug des Fluoreszenzsignals des 
Wildtypstammes, wurde das Verhältnis der Fluoreszenzsignale bei 390 nm zu 470 nm gebildet. Der pHi 
wurde unter Einsatz der durch in-situ-Kalibrierung generierten quadratische Gleichung berechnet.  
Inkubation MM4 + Essigsäure ermittelter pHi 
 
24 h 
0 mM  6,97 
5 mM  7,02 
15 mM 7,02 
30 mM 7,50 
 
über Nacht 
0 mM  7,02 
5 mM  6,97 
15 mM 6,87 
30 mM 7,08 
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y = 47,897x + 122,25
R² = 0,9943
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Zeit in h
0 mM Essigsäure
1,5 mM Essigsäure
3 mM Essigsäure
5 mM Essigsäure
7,5 mM Essigsäure
10 mM Essigsäure
12,5 mM Essigsäure
15 mM Essigsäure
20 mM Essigsäure
25 mM Essigsäure
30 mM Essigsäure
35 mM Essigsäure
Abbildung 27: Relative Fluoreszenz des plasmidbasierten Ganzzellsensors S.c. BY4742 + p426-
YGP1-tRFP beim Einsatz von Essigsäure im Bereich von 1,5 bis 35 mM. Eine 96-Well-Platte wurde 
mi S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP mit einer OD600 von 0,1 beimpft, gefolgt von einer Kultivierung bei 
30 °C im Plattenreader (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech). Über einen Zeitraum von 22 h erfolgte die 
Detektion der OD595 und der Fluoreszenz (Anregung 550 nm, Emission 590 nm). Dargestellt ist die 
Fluoreszenz normiert auf die optische Dichte bei 595 nm (relative Fluoreszenz). Gezeigt werden der 
Mittelwert und die Standardabweichung von 3 biologisch unabhängigen Replikaten. 
Abbildung 26: Lineare Abhängigkeit der Fluoreszenzsignale von der Konzentration an Essigsäure 
im Medium nach 12 h Inkubation in Medium mit dem Zusatz an Essigsäure. Zur Ermittlung der 
Fluoreszenz wurde eine 96-Well-Platte mit dem Stamm S.c. BY4742 + p426-YGP1-tRFP mit einer OD600 
von 0,1 beimpft. Die Fluoreszenzsignale (550/590 nm) sowie die optische Dichte bei 595 nm wurden 
mittels Mikroplattenreader (FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech) detektiert. Die durch Normierung auf 
OD595 von 1 ermittelten relativen Fluoreszenzen wurden gegen die eingesetzte Konzentration an Essigsäure 
aufgetragen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standardabweichung von 3 biologisch unabhängigen 
Messungen. 
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Abbildung 28: Untersuchung von mittels Deletionsmutanten erzeugten Ganzzellsensoren. 
Abbildung A zeigt den zeitlichen Verlauf der Induktion der Fluoreszenzsignale bei Einsatz von 
S.c. BY4742 Δhog1 + p426-YGP1-tRFP. Grafik B zeigt die Induktionswerte bei Transformation einer 
Δpdr12-Mutante mit p426-YGP1-tRFP. Abbildung C vergleicht die Signale der relativen Fluoreszenzen von 
den Einzel- mit den Doppeldeletionsmutanten Δhog1 Δpdr12. Die jeweiligen Sensoren wurden in einer 
schwarzen 96-Well-Platte bei 30 °C im Plattenreader (FLUOstar OPTIMA) kultiviert. Die Start-OD600 
betrug 0,1. Zur Detektion der Fluoreszenz wurden die Signale (550/590 nm) sowie die optische Dichte bei 
595 nm über einen Zeitraum von 22 h aufgenommen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung 
von 3 biologisch unabhängigen Replikaten. 
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Abbildung 29: Allgemeine Vektorkarte der verwendeten Vektoren als Template zur genomischen 
Integration (A). Die Vektoren wurden vom Ursprungsvektor pFA6a-Resistenzkassette abgeleitet (Hentges 
et al., 2005). Als Promotor wurde der 5`-regulatorische Bereich von YGP1 verwendet. Als Reportergene, die 
unter der Kontrolle des Essigsäure-spezifischen Promotors stehen, dienten tRFP als Reporterprotein bzw. 
MFα1. Durch die Ampicillin-Resistenz erfolgte eine Selektion Plasmid-tragender E. coli Bakterien. Die 
Selektion von Transformanden mit einer erfolgreichen Integration erfolgte über die Resistenz gegenüber 
Nourseothricin (natMX6), Hygromycin (hphMX6), Bleomycin (bleMX6) bzw. durch Nachweis des 
Wachstums auf Minimalmedium ohne Histidin (HIS3MX6). Grafik B illustriert den modularen Aufbau und 
die ungefähre Größe verschiedener Resistenzkassetten. 
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Abbildung 30: Induktion der Fluoreszenz des Ganzzellsensors S.c. BY4742 tyr1::YGP1-
tRFP natMX6 nach Lagerung bei 4°C (A), -20°C (B) oder -80°C (C) als Pellet (1) oder gelöst in PBS 
(2) und Reaktivierung zu bestimmten Zeitpunkten. Die Fluoreszenz wurde durch Zugabe von 15 mM 
Essigsäure zum Medium induziert. Eine schwarze 96-Well-Platte wurde mit den reaktivierten Stämmen mit 
einer OD600 von 0,1 angeimpft. Es erfolgte eine Inkubation bei 30 °C für mind. 12 h im Plattenreader 
(FLUOstar OPTIMA, BMG Labtech). Dabei erfolgte eine Detektion der Fluoreszenz (550/590 nm) und 
der optischen Dichte (595 nm). Dargestellt ist die Induktion der Fluoreszenzsignale (Verhältnis der 
Fluoreszenzen normiert auf OD595 von MM4 mit 15 mM Essigsäure zu MM4 ohne Essigsäure). Gezeigt 
werden Mittelwert und Standardabweichung von 3 biologisch unabhängigen Messungen. 
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Abbildung 31: Vergleich der Induktion der Fluoreszenzsignale von einem Stamm ohne das 
Durchlaufen der Sporulation (S.c. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP) mit einem Stamm nach Sporulation 
und Reaktivierung (KH YGP1-tRFP_SPO). Bei beiden Stämmen ist das Reportergenkonstrukt 5´-
YGP1-tRFP genomisch im TYR1-Lokus integriert. Eine schwarze 96-Well-Platte wurde mit den Stämmen 
mit einer OD600 von 0,1 angeimpft und bei bei 30 °C für 22 h im Plattenreader (FLUOstar OPTIMA, BMG 
Labtech) kultiviert. Die Fluoreszenz (550/590 nm) und der optischen Dichte (595 nm) wurden über die 
Zeit vom Gerät detektiert. Gezeigt werden Mittelwert und Standardabweichung der Induktionen der 
Fluoreszenzsignale (Verhältnis der Fluoreszenzen normiert auf OD595 von MM4 mit 15 mM Essigsäure zu 
MM4 ohne Essigsäure). 
Abbildung 32: Mikroskopie der Shmoobildung infolge der Ausschüttung von α-Faktor als Reaktion 
auf die Zugabe von 15 mM Essigsäure (2) in das Medium. Sensor-und Reporterzellen wurden im 
Verhältnis 1:10 kokultiviert Die Mikroskopie erfolgte nach 6 h Inkubation bei 30 °C unter Schütteln mit 
dem Keyence Bizero 8000 (Objektiv: Plan Apo 20x NA 0,75) bei 20-facher Vergrößerung. Die weißen 
Balken entsprechen 10 µm. Die Start-OD600 betrug 1. Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne die Zugabe von 
Essigsäure (1). Als Reporter wurde BY4741 Δbar1 + p426-FIG1-tRFP eingesetzt. Als Sensoren dienten 
BY4741 Δbar1 tyr1::YGP1-tRFP + p426-YGP1-MFα1 (A) bzw. BY4742 tyr1::YGP1-tRFP + p426-YGP1-
MFα1 (B). 
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